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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die friihe B-Zell-Differenzierung wird durch ein Netzwerk diverser Transkriptionsfaktoren
reguliert, in welchem der Early B cell factor 1 (Ebfl) eine zentrale Funktion ausiibt. Bislang
wurden jedoch weder interagierende Proteine noch posttranslationale Modifikationen fiir Ebf1
beschrieben.  Kiirzlich  konnte in  Vorarbeiten  unserer  Arbeitsgruppe  die
Phosphorylierungsstelle Ebfl-Y412 identifiziert werden. Da Phosphorylierungen an der
Regulation von Ebfl beteiligt sein konnten, wurde die Ebfl1-Y412-Phosphorylierung in der
vorliegenden Arbeit weitergehend bestitigt und hinsichtlich ihrer Funktion sowie Regulierung
wiahrend der B-Zell-Differenzierung charakterisiert. Korrelierend mit einer priferentiell in
frithen B-Zellstadien detektierten Ebf1-Y412-Phosphorylierung konnte deren Relevanz fiir die
Entwicklung frither B-Zellen gezeigt werden. So wurde die im Préd-Pro-B-Zellstadium
arretierte B-Zell-Differenzierung in EbfI-defizienten hdmatopoietischen Zellen durch die
ektopische Expression der nicht phosphorylierbaren Mutante £bf1-Y412F sowohl in vitro als
auch in vivo nur partiell wiederhergestellt. Eine Fraktion Ebf1-Y412F-transduzierter Zellen
konnte hierbei zwar in Pro-B-Zellen differenzieren, das B-Zell-Differenzierungs-Potential
gegeniiber Wildtyp (wt)-EbfI-transduzierten Zellen war jedoch drastisch reduziert. Dieser
Defekt in der B-Zell-Differenzierung konnte in dem scheinbar reduzierten
Transaktivierungspotential von Ebfl-Y412F begriindet sein, wihrend dessen subzelluldre
Lokalisation sowie DNA-Bindeaktivitit dem wt-Ebfl vergleichbar war. Der Ebfl-Y412-
Phosphorylierungsstatus sowie der Defekt in der frithen B-Zell-Differenzierung Ebf1-Y412F-
transduzierter Zellen deuten auf eine Regulation dieser Phosphorylierung durch die IL-7-
vermittelte Signaliibertragung hin. Entsprechend dieser Vermutung wurde die Ebfl-Y412-
Phosphorylierungsmenge in murinen B-Zelllinien durch eine Stimulation bzw. Inhibition der
IL-7-vermittelten Signaliibertragung beeinflusst. Somit scheint die essentielle Funktion von
Ebfl in der B-Zell-Differenzierung durch eine differentielle Regulation der Ebfl-Y412-
Phosphorylierung gesteuert zu werden.

Die Ebf-Familie umfasst in Mus musculus insgesamt vier Transkriptionsfaktoren (Ebf1-4), fiir
die aufgrund ihrer hohen Homologie sowie oftmals iiberlappenden Expression redundante
Funktionen vermutet werden. Da in B-Zellen lediglich Ebf1 exprimiert wird, eignen sich diese
Zellen, um potentiell redundante Wirkungsweisen der Ebf-Proteine zu analysieren. So konnte
im zweiten Teil dieser Arbeit durch ektopische Expression von Ebf2, Ebf3 oder Ebf4 in EbfI-
defizienten hdmatopoietischen Zellen gezeigt werden, dass keines dieser Ebf-Proteine die
Funktion von Ebfl in der B-Zell-Differenzierung iibernehmen kann. Dies konnte in einer
differentiellen Transaktivierung B-Zell-spezifischer Gene durch die Ebf-Proteine begriindet
sein. Somit scheinen die Ebf-Proteine nicht generell redundant zu sein, sondern vermutlich

Gewebe- bzw. Zelltyp-abhingig redundante oder spezifische Funktionen auszuiiben.



Abstract

Abstract

The differentiation of early B lymphocytes is dependent on the coordinated actions of
signaling cascades and transcriptional networks. Since the transcription factor Early B cell
factor 1 (Ebfl) plays a pivotal role in this process, much work has focused on characterizing
Ebfl, but only recently posttranslational modifications of Ebfl could be identified by our
group, amongst others the phosphorylation site Ebfl-Y412. Since phosphorylations may
participate in regulation of Ebfl during B cell development, aim of this thesis was to further
confirm the Ebf1-Y412 phosphorylation and characterize their functional properties as well as
their regulation during B cell development. Correlating with the phosphorylation of Ebfl-
Y412 preferentially detected in early B cell stages, their functional relevance for development
of early B cells could be demonstrated by ectopic expression of the nonphosphorylatable
transcription factor Ebf1-Y412F in Ebfi-deficient hematopoietic cells. The block in B cell
development at the pre-pro-B cell stage in EbfI-deficient cells could be overcome by ectopic
wildtype Ebf1 expression. However, only a fraction of EbfI1-Y412F transduced cells showed
the ability to differentiate into pro-B cells, demonstrating a defect in B cell differentiation of
these cells in vitro and in vivo. This defect may be due to a reduced ability of the mutated
transcription factor to transactivate B cell-specific genes, whereas the subcellular localisation
and DNA binding activity of Ebfl-Y412F were comparable to Ebfl. The phosphorylation
pattern of Ebf1-Y412 together with the observed defect in early B cell development of Ebf1-
Y412F transduced cells indicate a regulation of Ebfl-Y412 phosphorylation by IL-7
signaling. Accordingly the phosphorylation level in murine B cell lines was affected by
stimulating or inhibiting IL-7 signaling. Altogether the essential function of Ebfl in B cell
development seems to be controlled by differential regulation of Ebf1-Y412 phosphorylation.

Although Ebfl was the first Ebf protein described, subsequently additional family members
(Ebf2-4) with a high degree of sequence similarity were identified in mice. Several
investigations suggest a functional redundancy of Ebf proteins, but those analyses are often
hampered by an overlapping expression of Ebf proteins in several tissues. In B cells on the
contrary Ebf] is the only Ebf family member expressed, making this system a useful tool to
study putative redundant functions of Ebf proteins in promoting B cell differentiation.
Thereby a defect in B cell development in Ebf2-, Ebf3- or Ebf4-transduced Ebf1-deficient
haematopoietic cells could be demonstrated, arguing that neither Ebf2, Ebf3 or Ebf4 could
take over the function of Ebfl during B cell development. This defect may be due to a
differential transactivation of B cell-specific genes by individual Ebf proteins. Altogether
these data demonstrate that Ebf proteins are not functionally redundant in general, but rather

could exhibit redundant or specific functions depending on the respective tissue or cell type.
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1. Einleitung

1.1 Die Entwicklung von himatopoietischen Stammzellen
wahrend der Embryogenese

Héamatopoiese bezeichnet die Entstehung und Entwicklung von Blutzellen. Alle Zellen des
hidmatopoietischen Systems differenzieren hierbei aus pluripotenten hématopoietischen
Stammzellen (hematopoietic stem cells, HSCs; Spangrude ef al., 1988). Eine der wichtigsten
Funktion der HSCs ist der lebenslange Erhalt aller Zellen des Blutes. So konnen HSCs seriell
transplantiert werden, ohne ihre Fahigkeit zur Selbsterneuerung und Differenzierung in alle
Zelltypen des hamatopoietischen Systems zu verlieren (Domen & Weissman, 1999; Akashi &
Weissman, 2001).

Im sich entwickelnden Mausembryo werden die ersten definierten HCSs im Dottersack, der
Plazenta und der Aorta-Gonaden-Mesonephros-Region etwa 9-10 Tage nach der Befruchtung
(Embryonalstadium (E) 9-10) gebildet (Huang & Auerbach, 1993; Muller et al., 1994; Godin
et al., 1995 & 1999; Cumano et al., 1996; Medvinsky & Dzierzak, 1996; Yoder et al., 1997;
de Bruijn et al., 2000). Ab E11 konnen HSCs hauptséchlich in der fotalen Leber detektiert
werden, welche das Hauptorgan der Hamatopoiese wihrend der Embryonalentwicklung
darstellt (Ema & Nakauchi, 2000). Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Frequenz von
HSCs in der fotalen Leber an Tag E14 vergleichbar mit der Frequenz im adulten
Knochenmark ist (Rebel et al., 1996b). Zudem zeigen HSCs aus der fotalen Leber ebenfalls
die Fahigkeit zur Selbsterneuerung und zur Rekonstitution aller Zelltypen des
hidmatopoietischen Systems, wobei fotale HSCs gegeniiber adulten HSCs aus dem
Knochenmark sogar eine gesteigerte Féahigkeit zur Proliferation aufweisen (Micklem et al.,
1972; Fleischman et al., 1982; Capel et al., 1989; Jordan et al., 1990; Rebel et al., 1996a;
Harrison et al., 1997).

In der fotalen Leber findet zwischen E11-16 eine starke Expansion der HSCs statt (Morrison
et al., 1995; Ema & Nakauchi, 2000; Kumaravelu et al., 2002). Dementsprechend nimmt die
Anzahl der myeloiden und B-Zell-Vorldufer in der fotalen Leber zwischen der Mitte der
Gestation und der Geburt ebenfalls stetig zu, wahrend die meisten T-Zell-Vorldufer am Tag
E13 detektiert werden (Barker ef al., 1969; Moore & Metcalf, 1970; Paige et al., 1984; Gunji
etal, 1991; Ema et al, 1998). Am Ende der Embryonalentwicklung wandern die HSCs
schlieBlich {iber das Blut zum Knochenmark (Metcalf & Moore, 1971; Ogawa et al., 1988;
Ema & Nakauchi, 2000; Godin & Cumano, 2005).
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1.2 Die B-Zell-Differenzierung

1.2.1 Die Entstehung von B-Zellen

Im Embryo findet die B-Zell-Differenzierung in der fotalen Leber statt, wahrend diese nach
der Geburt im Knochenmark initiiert wird (Melchers et al., 1975; Melchers, 1977a & 1977b;
Paige, 1983; Paige et al., 1984; Hardy & Hayakawa, 1991 & 2001; Cumano et al., 1992; Li
et al., 1993; Yokota et al., 2003).

B-Zellen entstehen wie alle Blutzellen aus HSCs (Spangrude efal., 1988). Zunichst
differenzieren HSCs hierbei in multipotente Vorlduferzellen (multipotent progenitors, MPPs),
welche noch das Potential besitzen, in verschiedene hédmatopoietische Zelltypen zu
differenzieren (Morrison & Weissman, 1994; Christensen & Weissman, 2001; Singh et al.,
2005; Nutt& Kee, 2007). FEine Subpopulation dieser Zellen exprimiert die
Rezeptortyrosinkinase F/k2/FIt3 und kann sowohl in myeloide als auch in lymphoide Zellen
differenzieren, jedoch nicht mehr in megakaryozytére/erythroide Vorlduferzellen. Durch eine
gesteigerte  Flt3-Expression in diesen lymphoid-geprigten multipotenten Vorldufern
(lymphoid-primed multipotent progenitors, LMPPs), verlieren diese ihr myeloides
Differenzierungspotential und werden fiir die Entwicklung lymphoider Zellen determiniert
(Adolfsson et al., 2005; Lai & Kondo, 2006; Yoshida et al., 2006; Mansson et al., 2007). Die
LMPP-Population enthélt frithe lymphoide Vorlaufer (early lymphoid progenitors, ELPs), aus
welchen sich sowohl frithe T-Zell-Vorlaufer (early T lineage progenitors, ETPs) als auch
gemeinsame lymphoide Vorldufer (common Ilymphoid progenitors, CLPs) entwickeln
(Igarashi et al., 2002). Kiirzliche Studien zeigten, dass sich das CLP-Kompartment, definiert
anhand der Marker-Kombination LinFIt3'TL-7R"Sca®"Kit"", aus mindestens drei
verschiedenen Subpopulationen zusammensetzt, die sich in ihrem Differenzierungspotential
sowie der Expression der Gene Rag-1, Ly6D und Lambda5 unterscheiden (Kondo et al., 1997,
Karsunky et al., 2008; Mansson et al., 2008 & 2010; Inlay et al., 2009; Tsapogas et al., 2011).
Hierbei ist die unreifste Ly6D” CLP-Fraktion in ihrem Differenzierungspotenzial noch
multipotent. Wihrend der Transition dieser Subpopulation in Ly6D Rag-1"-Zellen verlieren
diese das Potenzial, sich in natiirliche Killerzellen oder dendritische Zellen zu entwickeln. Die
Expression von Lambda5 auf Ly6D'Rag-1"-Zellen kennzeichnet schlieBlich B-Zell-
determinierte Vorlduferzellen.

Aus den CLPs entwickeln sich schlieBlich schrittweise B-Zellen (Shivdasani & Orkin, 1996;
Singh et al., 2005). So werden wihrend der B-Zell-Differenzierung verschiedene Stadien
durchlaufen, die sich durch die differentielle Expression der Oberflichenantigene B220,
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CD43, CD24, BP-1, IgM und IgD, B-Zell-spezifischer Gene und den VDJ-
Rekombinationsstatus des Lokus der schweren Immunglobulinkette (immunoglobulin heavy-
chain, IgH) sowie der leichten Immunglobulinkette (immunoglobulin light-chain, IgL)
unterscheiden (Abbildung 1.1). Diese B-Zell-Stadien konnen durch zwei verschiedene
Klassifizierungssysteme beschrieben werden (Osmond ef al., 1990, 1992 & 1998; Hardy
etal, 1991; Li etal, 1993). Die so genannte Hardy-Nomenklatur unterteilt hierbei die
verschiedenen B-Zell-Stadien in sechs Fraktionen (Fr. A-F), wihrend die Osmond-
Nomenklatur die B-Zell-Stadien in Pra-Pro-B-, Pro-B-, Pra-B-, unreife B- und reife B-Zellen

klassifiziert.

Pra-Pro B Pro-B Pro-B Pra-B unreife B reife B

HSC MPP CLP
Fr.A Fr.B Fr.C Fr.D Fr. E Fr. F

00®eeeahee®

B220 s
cD43 |

CD24 |
BP-1 .

IigM -
IgD e

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der B-Zell-Entwicklungsstadien

Die verschiedenen B-Zell-Fraktionen, klassifiziert durch die Hardy- bzw. die Osmond-Nomenklatur,
unterscheiden sich durch die differentielle Expression der Oberflichen-Antigene B220, CD43, CD24,
BP-1, IgM und IgD und den VDJ-Rekombinationsstatus (nach Hardy et al., 1991; Cancro et al., 2001;
Hagman & Lukin, 2005). HSC = hamatopoictische Stammzelle (hematopoietic stem cell); MPP =
multipotenter Vorldufer (multipotent progenitor); CLP = gemeinsamer lymphoider Vorldufer
(common lymphoid progenitor), Fr. = Fraktion.

Die Spezifizierung sowie der Erhalt der B-Zell-Identitdt in der frithen B-Zell-Differenzierung
ist hauptsichlich eine Folge der Funktion der Transkriptionsfaktoren E2A, Ebfl und Pax5
(s. S. 15 ff.). Diese regulieren die Expression B-Zell-spezifischer Gene wie Mb-1 (CD79a),
B29 (CD79b), Lambda5 (CD179b) und VpreB (CD179a), die Komponenten des Pri-B-Zell-
Rezeptors (pre-B cell receptor, Pra-BCR) kodieren, sowie der Enzyme Rag-/ und Rag-2,
welche die somatische Rekombination des /gH-Lokus katalysieren (Oettinger ef al., 1990;
Hardy & Hayakawa, 2001).
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Die somatische Rekombination erfolgt in B-Zell-Vorldufern durch Umordnung der V-, D- und
J-Gensegmente, welche die variablen Doménen von IgH- und IgL-Ketten kodieren, und dient
der Entstehung der Antikorpervielfalt (Tonegawa, 1983; Alt et al., 1986 & 1987). In frithen
B-Zellstadien werden zunichst die Vy-, Dy- und Jy-Gensegmente des IgH-Lokus verkniipft.
Es konnte gezeigt werden, dass bereits in einer Subpopulation der CLPs erste Umlagerungen
der Gensegmente durch Verkniipfung von Dy- und Jy-Segmenten erfolgen (Rumfelt ef al.,
2006). In Pro-B-Zellen findet schlieflich die Verkniipfung von zunéchst proximalen und
anschlieBend distalen Vy-Segmenten mit DJy statt (Hesslein & Schatz, 2001; Bassing ef al.,
2002). Nach einer produktiven VDJy-Umlagerung des IgH-Lokus wird auf Pra-B-Zellen der
Pra-BCR exprimiert (Abbildung 1.2). Dieser besteht aus der erfolgreich umgelagerten
schweren Kette, einer voriibergehenden leichten Ersatz-Kette, die durch nicht-kovalente
Bindung der Proteine Lambda5 und VpreB gebildet wird, sowie den zwei akzessorischen
Signal-transduzierenden Ketten Mb-1 (Iga) und B29 (Igf) (Sakaguchi & Melchers, 1986;
Kudo & Melchers, 1987; Pillai & Baltimore, 1987; Kerr et al., 1989; Karasuyama ef al.,
1990; Tsubata & Reth, 1990; Matsuo et al., 1991; Nishimoto et al., 1991; Brouns et al., 1993;
Winkler et al., 1995).

_ —schwere Kette

Zellmembran

B29 — M | —Mb-1
Abbildung 1.2: Schematische Darstellung des Pri-BCR-Komplexes
Der Pra-BCR besteht aus einer produktiv umgelagerten schweren Kette, einer leichten Ersatzkette, die

durch nicht-kovalente Bindung der Proteine Lambda5 und VpreB gebildet wird, sowie den Signal-
transduzierenden Ketten Mb-1 und B29.

Die Ausbildung des Prda-BRCs ist ein entscheidender Kontrollpunkt in der B-Zell-
Differenzierung. So sterben Pro-B-Zellen ohne eine produktive VDJy-Umlagerung des IgH-
Lokus durch Apoptose (Fang et al., 1996; Lu & Osmond, 1997; Young et al., 1997). Mausen,
denen entweder Lambdal, VpreB, Mb-1 oder B29 fehlen, oder deren Gene fiir die schwere
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Kette so mutiert sind, dass sie keine membrandurchspannende schwere Kette produzieren,
konnen keinen Pra-BCR ausbilden und zeigen eine arretierte B-Zell-Differenzierung
(Kitamura efal, 1991 & 1992; Ehlich etal., 1993; Rolink efal, 1993b; Gong &
Nussenzweig, 1996; Minegishi et al., 1999; Mundt et al., 2001; Shimizu et al., 2002).

Durch die Signaliibertragung des Pra-BCRs wird die Differenzierung der Pra-B- in unreife B-
Zellen sowie die Umlagerung der leichten Kette induziert. Diese assoziiert mit der schweren
Kette und verdréngt dabei die Ersatzkette, was zur Entstehung eines funktionellen B-Zell-
Rezeptors (B cell receptor, BCR) auf der Oberfliche der B-Zellen fiihrt (Bossy et al., 1991).
Unreife B-Zellen wandern anschlieBend in die Milz ein, wo die endgiiltige Differenzierung in
reife B-Zellen erfolgt (Allman et al., 1992, 1993, 2001 & 2004). Reife B-Zellen, die noch
keinen Antigen-Kontakt hatten, so genannte naive B-Zellen, zirkulieren kontinuierlich im
Blutstrom sowie in den sekundéren lymphatischen Organen (Thymus, Milz, Lymphknoten,
Knochenmark). Nach einem erfolgten Antigen-Kontakt {iber den B-Zell-Rezeptor sowie
kostimulatorischen Signalen durch T-Helferzellen wandern die B-Zellen in die Keimzentren
der Milz und der Lymphknoten ein und differenzieren nach starker Proliferation zu

AntikOrper-sezernierenden Plasmazellen (Ghia et al., 1998; Horowitz et al., 2005).

1.2.2 Die Regulation der frithen B-Zell-Differenzierung

1.2.2.1 Verschiedene essentielle Transkriptionsfaktoren steuern den Ablauf
der frithen B-Zell-Differenzierung

Die frithe B-Zell-Differenzierung stellt einen hoch regulierten Prozess dar, in dem durch
Aktivierung B-Zell-spezifischer Gene bei gleichzeitiger Inhibition von Genen, welche die
Differenzierung in andere Zelltypen fordern, aus CLPs schrittweise B-Zellen entstehen
(Shivdasani & Orkin, 1996; Singh ef al., 2005). Dieser Prozess wird durch ein komplexes
Netzwerk diverser Transkriptionsfaktoren sowie verschiedene Signalwege reguliert (Roessler
et al., 2007). So ist in Méusen mit einer Defizienz fiir die Transkriptionsfaktoren PU.1, E24,
Ebf1 oder Pax5 sowie fiir den Zytokin-Rezeptor /L-7Rc die friihe B-Zell-Differenzierung in
verschiedenen Stadien arretiert (Abbildung 1.3; Bain et al., 1994; Peschon et al., 1994; Scott
et al., 1994; Zhuang et al., 1994; Lin & Grosschedl, 1995; Mackarehtschian et al., 1995; Nutt
et al., 1997; Hagman & Lukin, 2005).
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IL-7Ra.
PU.1 E2A Pax5
Ebf1
B220* cD19* gp-1+  Pra-BCR IgM* IgM*IgD*

Pra-Pro B Pro-B Pro-B unreife B reife B

Abbildung 1.3: Die B-Zell-Differenzierung in PU.I-, IL-7Ra-, E2A-, EbfI- oder Pax5-defizienten
Mausen ist in verschiedenen Stadien arretiert

Gezeigt ist eine schematische Darstellung der B-Zell-Differenzierung, definiert durch charakteristische
Oberflachen-Antigene, ausgehend von HSCs. Die Stadien der in PU.I-, IL-7Ra-, E2A-, EbfI- oder
Pax5-Mausen arretierten B-Zell-Differenzierung sind angegeben (gesperrte Linien). Modifiziert nach
Hagman & Lukin (2005).

Fiir den Transkriptionsfaktor PU.1 konnte eine regulierende Funktion in der Entwicklung von
CLPs demonstriert werden. Wiahrend ein hohes Expressionslevel die Differenzierung in
myeloide Zellen begiinstigt, fordert ein niedriges PU.1-Expressionslevel die B-Zell-
Differenzierung (DeKoter & Singh, 2000). Durch die Regulation der Gene Fit3 und IL-7Ra
iibt PU.1 eine entscheidende Funktion in der B-Zell-Differenzierung aus, da fiir die Zytokin-
Rezeptoren FIk2/Flt3 und IL-7R o defiziente Mause Defekte sowohl in der fotalen als auch in
der adulten B-Zell-Differenzierung zeigen (DeKoter et al., 2002; Sitnicka et al., 2003). PU. -
defiziente Maiuse entwickeln weder B-Zellen, T-Zellen, Granulozyten noch Monozyten,
zeigen eine reduzierte Anzahl multipotenter Vorldufer und sterben in der spédten
Embryonalentwicklung (Scott ef al., 1994 & 1997).

Der Transkriptionsfaktor E2A spielt eine bedeutende Rolle in der Spezifizierung
lymphatischer Vorlduferzellen in B-Zellen (Bain ef al., 1994; Ikawa et al., 2004). In diesen
bindet E47, eine SpleiBlvariante des E2A-Gens, als Homodimer an DNA und reguliert
zusammen mit dem Transkriptionsfaktor Early B cell factor 1 (Ebfl) die B-Zell-spezifischen
Gene Mb-1, B29, Lambda5, VpreB, Rag-1 und Rag-2 (Murre et al., 1989 & 1994; Shen &
Kadesch, 1995; Sigvardsson ef al., 1997; O’Riordan & Grosschedl, 1999; Roessler ef al.,
2007). Eine E2A4-Defizienz in Miusen fiihrt zu einem Arrest in der B-Zell-Differenzierung im
Pra-Pro-B-Zell-Stadium, wobei arretierte Zellen eine stark reduzierte Expression der Gene
Ebfl, Pax5, Rag-1, Mb-1, CD19, Lambda5 und B29 zeigen und die Fihigkeit besitzen in
multiple Zelltypen zu differenzieren (Bain et al., 1994; Ikawa et al., 2004; Kwon et al., 2008).
Durch konditionelle Deletion von E24 in verschiedenen B-Zell-Stadien konnte inzwischen

gezeigt werden, dass E2A nicht nur fiir die Initilerung der B-Zell-Differenzierung von
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Bedeutung ist, sondern ebenfalls fiir die Entstehung von Pro-, Prd- und unreifen B-Zellen.
Hierbei gewdhrleistet E2A eine kontinuierliche Expression von EbfI und Pax5 sowie B-Zell-
spezifischer Gene (Lazorchak et al., 2006; Kwon et al., 2008; Beck et al., 2009).

Eine zentrale Funktion in der frithen B-Zell-Differenzierung wurde fiir den
Transkriptionsfaktor Ebfl beschrieben, der neben E2A die Spezifizierung lymphatischer
Vorlduferzellen in B-Zellen reguliert. Ebfl wurde am Anfang der neunziger Jahre in
nukledren Extrakten einer murinen B-Zelllinie als an den Mb-/-Promotor gebundenes Protein
identifiziert (Hagman et al. 1991; Feldhaus et al., 1992). Innerhalb des hdmatopoietischen
Systems wird Ebf1 einzig in B-Zellen und deren Vorldufern exprimiert. Eine Ebf1-Expression
ist hierbei in allen B-Zell-Stadien, mit Ausnahme von Plasmazellen, sowie bereits in CLPs
detektierbar, wobei Pro- und Pré-B-Zellen die hochste Expression zeigen (Hagman et al.,
1993; Igarashi et al., 2002; Zhang et al., 2003; Rumfelt et al., 2006; Roessler et al., 2007;
Inlay etal, 2009; Mansson etal, 2010; Tsapogas etal, 2011). Wihrend der
Embryonalentwicklung wird Ebf1 ab Tag E14,5 in der fotalen Leber exprimiert und korreliert
mit der Expression frither B-Zell-spezifischer Gene wie /L-7Ro und Rag-1 (Yokota et al.,
2003).

Die essentielle Funktion von Ebfl in der B-Zell-Differenzierung konnte durch Analysen
Ebfl1-defizienter Mause demonstriert werden, welche dhnlich den £24-defizienten Tieren eine
im Pri-Pro-B-Zell-Stadium arretierte B-Zell-Differenzierung aufweisen (Lin & Grossched],
1995). Durch Analyse der B220-Expression zeigte sich, dass die Frequenz dieser Prd-Pro-B-
Zellen im Knochenmark Ebf1-defizienter Miuse gegeniiber Wildtyp (wt)-Tieren bereits stark
reduziert ist (Abbildung 1.4; Lin & Grosschedl, 1995). So waren nur etwa 12 % der EbfI-
defizienten Gesamt-Knochenmarkszellen B220-positiv, wihrend 67 % der wt-Zellen dieses
Oberfldchenantigen exprimierten.

Ebfl-heterozygote Méuse hingegen zeigen gegeniiber wt-Méusen keinen Defekt in der
Differenzierung lymphatischer Vorldufer in Prd-Pro-B-Zellen. Die spiteren B-Zell-Stadien
Fraktion B und C sind jedoch um 50 % und die B-Zellen in der Milz um 10-30 % reduziert,
was auf einen Gen-Dosis-Effekt des EbfT hindeutet (Lin & Grosschedl, 1995).
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Abbildung 1.4: EbfI-defiziente Miuse zeigen eine im Pria-Pro-B-Zell-Stadium arretierte B-Zell-
Differenzierung

Gezeigt ist eine durchflusszytometrische Analyse von Knochenmarkszellen aus wt- (links) und Ebf1”-
Mausen (rechts) beziiglich der B220- und IgM-Expression (entnommen aus Lin & Grosschedl, 1995).

In EbfI-defizienten B220-positiven Zellen werden zwar PU.I, IL-7Ra und E2A4 sowie die
Oberflichenantigene B220 und CD43 exprimiert, jedoch weisen diese Zellen keine
Expression B-Zell-spezifischer Gene wie Pax5, Mb-1, B29, VpreB, Lambda5, Rag-1 und
Rag-2 auf und zeigen zudem keine Umordnung der Gensegmente des /gH-Lokus (Lin &
Grosschedl, 1995). Eine direkte Aktivierung dieser Gene durch Ebfl konnte inzwischen
gezeigt werden (Hagman eral, 1991; Feldhaus efal.,, 1992; Lin & Grosschedl, 1995;
Sigvardsson et al., 1997; Akerblad et al., 1999; O'Riordan & Grosschedl, 1999, Medina et al.,
2004; Zandi et al., 2008). Da diese Gene u.a. Komponenten des Pra-BCRs und des BCRs
sowie des VDJ-Rekombinase-Komplexes kodieren (s. 12 ff.) und fiir Pax5 eine entscheidende
Funktion im Erhalt der B-Zell-Identitit beschrieben wurde (s. unten), ist Ebfl hiermit von
zentraler Funktion in der B-Zell-Differenzierung.

Durch Analysen EbfI-defizienter CLPs konnte in diesen ebenfalls eine reduzierte Expression
der Gene Pax5, Mb-1, B29, VpreB, Lambda5, Rag-1, Rag-2 und CD19 beobachtet werden,
was auf die Funktion von Ebfl in der Initiilerung des B-Zell-Differenzierungsprogramms
bereits im CLP-Stadium hindeutet (Zandi et al., 2008). Ubereinstimmend mit dieser Theorie
induziert eine ektopische Expression von EbfI in hdmatopoietischen Vorldufern die B-Zell-
Differenzierung und fiihrt zu einer Wiederherstellung der B-Zell-Differenzierung in /L-7-,
PU.I- oder E24-defizienten Zellen (Zhang et al., 2003; Medina et al., 2004; Seet et al., 2004;
Dias et al., 2005; Singh et al., 2007). Eine Funktion von Ebfl in der Initiierung des B-Zell-
Differenzierungsprogramms wird weiterhin durch dessen Chromatin-modulierende

Funktionen unterstiitzt (Roessler ef al., 2007; Treiber et al., 2010b). So konnte gezeigt
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werden, dass Ebfl eine Demethylierung des Mb-I-Promotors und somit die Zuganglichkeit
des Chromatins vermitteln kann, wodurch Ebfl die Voraussetzung fiir die Bindung anderer
Transkriptionsfaktoren schaffen konnte (Maier et al., 2004).

Zusétzlich zur Aktivierung B-Zell-spezifischer Gene unterdriickt Ebf1 die Differenzierung in
andere Zelltypen. So resultiert eine ektopische EbfI-Expression in MPPs in einer Induktion
der B-Zell-Differenzierung und in Pax5-defizienten Zellen, die eine ungewdhnliche Plastizitdt
aufweisen (s.unten), in einer Inhibition der myeloiden und T-Zell-Differenzierung
(Pongubala et al., 2008; Thal et al., 2009). Des Weiteren zeigen EbfI-defiziente CLPs
gegeniiber wt-CLPs ein drastisch gesteigertes Potential, in natiirliche Killerzellen und
dendritische Zellen zu differenzieren (Tsapogas et al., 2011). Zudem korreliert die steigende
Ebf1-Expression wihrend der frithen B-Zell-Differenzierung mit dem zunehmenden Verlust
der B-Zell-Vorldufer, in andere Zelltypen zu differenzieren (Rumfelt ez al., 2006).

Kiirzlich konnten durch Genom-weite ,,ChlP-on-Chip“-Analysen in Kombination mit
Funktionsverlust- und Funktionszugewinn-Studien insgesamt 565 Gene identifiziert werden,
die in der Proliferation von Zellen, Signaliibertragung und wichtigen Kontrollpunkten der B-
Zell-Differenzierung involviert sind und in vivo durch Ebfl reguliert werden (Treiber et al.,
2010b). Zusitzlich zu EbfI-induzierten bzw. -reprimierten Genen befanden sich hierunter
Gene, deren Expression nicht mit der Ebfl-Bindung korrelierte, die jedoch in Folge dieser
Bindung in ihrer Chromatinstruktur moduliert wurden. Hierdurch konnte Ebfl die
Voraussetzung fiir die Bindung anderer Transkriptionsfaktoren und die Initiierung des B-Zell-
Differenzierungsprogramms schaffen.

Wihrend E2A und Ebf1 entscheidend fiir die Spezifizierung der B-Zell-Differenzierung sind,
gewihrleistet der Transkriptionsfaktor Pax5 den kontinuierlichen Erhalt der B-Zell-Identitit
(Nutt et al., 1999). In Pax5-defizienten Mausen ist die B-Zell-Differenzierung im Pro-B-Zell-
Stadium arretiert (Urbanek et al., 1994; Nutt et al., 1997). Die vorhandenen Pro-B-Zellen
zeigen zwar eine Expression frither B-Zell-spezifischer Gene sowie eine Dy-Jy-Umordnung
und eine proximale Vy-DJy-Umordnung des IgH-Lokus, weisen jedoch eine ungewdhnliche
Plastizitdt auf. So konnen Pax5-defiziente B-Zellen nach einer Transplantation ebenfalls in T-
Zellen, myeloide oder erythroide Zellen differenzieren (Nutt efal, 1999 & 2001).
Dementsprechend konnte bereits gezeigt werden, dass Pax5 die Expression von Notch-1 und
somit die T-Zell-Differenzierung sowie verschiedene myeloide Gene, wie z.B. M-CSFR,
inhibiert (Serwe & Sablitzky, 1993; Nutt et al., 1999; Souabni et al., 2002). Zusédtzlich zu der
Repression von Genen, welche die Differenzierung in andere Zelltypen fordern, aktiviert

Pax5 essentielle B-Zell-spezifische Gene wie z.B. Mb-1, CDI9 und Bink, die fir
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Komponenten des Pra-BCRs, des BRCs sowie des signaliibertragenden B-Zell-Korezeptor-
Komplexes kodieren (Nutt et al., 2001; Cobaleda et al., 2007). Des Weiteren fordert Pax5 die
distale Vy-DJy-Umordnung des IgH-Lokus (Hesslein ef al., 2003).

Die Transkriptionsfaktoren PU.1, E2A, Ebfl und Pax5 sowie der Zytokin-Rezeptor IL-7Ra.
sind demnach jeweils von essentieller Bedeutung in der frithen B-Zell-Differenzierung. Die

vollstindige B-Zell-Differenzierung bendtigt jedoch das Zusammenwirken dieser Faktoren.

1.2.2.2 Die frithe B-Zell-Differenzierung wird durch ein komplexes

Netzwerk essentieller Transkriptionsfaktoren reguliert

Urspriinglich wurde angenommen, dass die Aktivitit der oben beschriebenen
Transkriptionsfaktoren durch eine hierarchische Abfolge koordiniert wird. Durch zahlreiche
Studien ist hingegen inzwischen belegt, dass die Transkriptionsfaktoren, welche die friihe B-
Zell-Differenzierung steuern, in einem komplexen Netzwerk agieren und durch gegenseitige
Wechselwirkungen, Auto-Regulation und Riickkopplungsmechanismen reguliert werden

(Abbildung 1.5; Nutt & Kee, 2007; Mandel & Grosschedl, 2010).
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B-Zell-Differenzierung

Abbildung 1.5: Stark vereinfachte schematische Darstellung des komplexen Netzwerks aus
Transkriptionsfaktoren zur Regulation der friihen B-Zell-Differenzierung

Gezeigt sind ausgewéhlte Transkriptionsfaktoren, die essentiell fiir die Initiierung der B-Zell-
Differenzierung bei gleichzeitiger Inhibition der Differenzierung in andere Zelltypen sind. Ein Pfeil
stellt eine direkte Aktivierung und ein gestrichelter Pfeil eine indirekte Aktivierung dar, wiahrend eine
inhibierende Aktivitidt durch eine gesperrte Linie gekennzeichnet ist (in Anlehnung an Mandel &
Grosschedl, 2010).
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PU. [-defiziente Miduse weisen eine reduzierte Anzahl multipotenter Vorldufer auf und
entwickeln weder B-Zellen, T-Zellen, Granulozyten noch Monozyten und zeigen daher von
den hier beschriebenen Transkriptionsfaktoren den frithesten Arrest in der B-Zell-
Differenzierung (Scott et al., 1994 & 1997). Es konnte gezeigt werden, dass PU.1 in vitro und
in vivo an eine konservierte Bindestelle im ersten Exon von Ebf1 bindet und dariiber dessen
Expression reguliert (Medina ef al., 2004; Roessler et al., 2007). Des Weiteren wurde in
PU. I-defizienten hdmatopoietischen Vorldufern aus der fotalen Leber eine reduzierte EbfI-
Expression festgestellt, wahrend eine ektopische EbfI-Expression die B-Zell-Differenzierung
in diesen Zellen wiederherstellt (Medina et al., 2004). Daher wird angenommen, dass Ebf]
von PU.1 reguliert wird.

Zahlreiche Studien zeigen die funktionelle Relevanz von Ebfl und E2A fiir die Spezifizierung
lymphatischer Vorlduferzellen in B-Zellen. Wie bereits beschrieben, fiihrt eine Defizienz fiir
einen der beiden Transkriptionsfaktoren in Méusen zu einem vergleichbaren Arrest in der B-
Zell-Differenzierung im Pra-Pro-B-Zell-Stadium. Urspriingliche Studien zur Hierarchie dieser
beiden Transkriptionsfaktoren in der Regulation der frithen B-Zell-Differenzierung legten
nahe, dass E2A die Expression von EbfI aktiviert und dass diese beiden Faktoren
synergistisch die Expression B-Zell-spezifischer Gene wie Pax5, Lambda5, VpreB and Mb-1
induzieren (Sigvardsson et al., 1997; O’'Riordan & Grosschedl, 1999; Roessler et al., 2007).
So konnte gezeigt werden, dass die Expression von EbfI durch eine ektopische E2A4-
Expression induziert wird und der Ebf7-Promotor eine Bindestelle fiir E2A enthilt (Kee &
Murre, 1998; Smith et al., 2002; Roessler et al., 2007). E2A-Proteine konnen in CLPs
detektiert werden und in E24-defizienten Méusen findet keine Ebf1-Expression statt, wihrend
eine ektopische EbfI-Expression in E2A4-defizienten hdmatopoietischen Vorldufern die B-
Zell-Differenzierung wiederherstellt (Bain et al., 1994; Seet et al., 2004; Zhuang et al., 2004;
Kwon et al., 2008).

Zugleich ist jedoch die E24-Expression in Ebf1-defizienten Miusen reduziert, was auf eine
Regulation des E24 durch Ebfl und somit auf eine gegenseitige Steuerung der beiden
Transkriptionsfaktoren hindeutet (Zhuang et al., 2004). Zudem zeigen Ebf1/E2A-doppelt-
heterozygote Méuse einen ausgeprdgteren Defekt in der B-Zell-Differenzierung als die
entsprechenden heterozygoten Méuse fiir £bf1 oder E2A4 (O'Riordan & Grosschedl, 1999).
Eine gegenseitige Wechselwirkung in der Regulation konnte ebenfalls fiir Ebfl und Pax5
gezeigt werden. In Pax5-defizienten Pro-B-Zellen kann sowohl Ebfl- als auch E2A-
Transkript detektiert werden (O'Riordan & Grosschedl, 1999), wihrend in Ebf1/E2A-doppelt-
heterozygoten Miusen die Pax5-Expression reduziert ist (O'Riordan & Grosschedl, 1999).
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Zudem resultiert eine ektopische Expression von Ebfl in E2A4- oder PU.I-defizienten
Vorlduferzellen in einer Aktivierung der Pax5-Expression (Medina et al., 2004; Seet et al.,
2004). Dementsprechend konnte gezeigt werden, dass Ebfl sowohl direkt durch Bindung als
auch indirekt durch Modulation des Chromatins den Pax5-Promotor reguliert (O'Riordan &
Grosschedl, 1999; Decker et al., 2009). Des Weiteren wird Pax5 zusitzlich durch PU.1
reguliert (Decker et al., 2009). Dies lies urspriinglich vermuten, dass Pax5 in der Hierarchie
nachgeschaltet von PU.1, Ebfl und E2A agiert.

Hingegen belegen verschiedene Studien ebenfalls eine Regulation von Ebf1 durch Pax5. So
ist die EbfI-Expression in Pax5-defizienten Pro-B-Zellen reduziert (Fuxa et al, 2004;
Roessler et al., 2007). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Pax5 an verschiedenen
Stellen im Ebf1-Promotor binden und diesen synergistisch mit dem Transkriptionsfaktor Ets. 1
aktivieren kann (Roessler et al., 2007). Zusétzlich wird iiber eine indirekte Regulation des
Ebfl durch Pax5 spekuliert (Roessler efal., 2007). So ist bereits bekannt, dass Pax5
inhibierend auf die Expression von Notchl wirkt, welches wiederum als Antagonist der Ebf1-
und E2A-Aktivitét agiert (Souabni et al., 2002; Nie et al., 2003; Smith et al., 2005).

2007 durchgefiihrte EbfI-Promotorstudien lieferten zusitzliche Hinweise auf die komplexen
Regulationsmechanismen, welche die frithe B-Zell-Differenzierung steuern, sowie auf die
zentrale Funktion von Ebfl in diesem Prozess (Roessler et al., 2007). EbfI wird demnach
durch E2A, Stat5, Pax5, Etsl and PU.1 reguliert und zeigt zudem einen autoregulatorischen
Mechanismus, der die EbfI-Expression zusétzlich aktiviert. In B-Zellen konnten zwei
Isoformen des Ebfl, Ebfla und Ebf1f, identifiziert werden, die sich in den ersten 14 N-
terminalen Aminosduren unterscheiden. Deren Expression wird durch zwei verschiedene
Promotoren gesteuert, die differentiell reguliert werden (Smith etz al., 2002; Roessler ef al.,
2007). Wiahrend der distale Promotor Ebf1c (-5113 bis -4027) durch E2A, Ebfl und STATS
gesteuert wird, wird der proximale Promotor Ebf1( (-1671 bis +1) durch Pax5, Ets1 and PU.1
reguliert. In Abwesenheit von Pax5 ist die Funktion des proximalen Promotors sowie die
Akkumulation von Ebf1 in der Zelle stark vermindert. Des Weiteren hat die Pax5-Defizienz
eine verzogerte DNA-Replikation sowie eine alternierte subzelluldre Lokalisation des EbfI-
Lokus zur Folge (Roessler et al., 2007).

Die Regulation der EbfI-Expression durch unterschiedliche Promotoren unter Beteiligung
mehrerer Transkriptionsfaktoren konnte so der Erzeugung mehrerer Riickkopplungs-
Mechanismen und somit der komplexen Koordination und Stabilisierung des frithen B-Zell-

Differenzierungs-Programms dienen (Roessler et al., 2007).
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1.2.2.3 Die Rolle IL-7-vermittelter Signaliibertragung fir die friihe B-Zell-

Differenzierung

Das Zytokin IL-7 ist von essentieller Bedeutung fiir die Differenzierung von B- und T-Zellen
(Peschon et al., 1994; von Freeden-Jeffry et al., 1995). Dessen heterodimerer Rezeptor (IL-
7R) setzt sich aus der alpha-Kette des IL7-R (IL-7Ra), iiber welche die Bindung von IL-7
erfolgt, sowie aus der IL-2Ry-Kette (common y-chain) zusammen (Abbildung 1.6; Leonard
et al., 1995; Sugamura et al., 1995; Ohbo et al., 1996). Es konnte gezeigt werden, dass die IL-
7-vermittelte Signaliibertragung u.a. den Jak/Stat (Janus-Tyrosinkinase/ Signal transducer

and activator of transcription)-Signalweg aktiviert (Lin et al., 1995).

IL-2Ry — —IL-7Ra.

Zellmembran

Jak3
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Abbildung 1.6: Vereinfachte schematische Darstellung der Aktivierung des Jak/Stat-Signalwegs
nach der Bindung von IL-7 an den IL-7R.

Die IL-7-vermittelte Signaliibertragung erfolgt nach der Bindung von IL-7 an den IL-7R durch
Transphosphorylierung von Jak1 und Jak3, woraufthin Jak3 Tyrosin-Reste des zytoplasmatischen Teils
der a-Kette phosphoryliert. Hierdurch wird die Bindung von Stat-Proteinen ermdglicht, die ihrerseits
durch Jak1 und Jak3 phosphoryliert werden.

Die Familie der Jak-Kinasen umfasst in Sdugetieren Jak1, Jak2, Jak3 und Tyk2 (Darnell et al.,
1994; Darnell, 1997). Wéhrend Jakl, Jak2 und Tyk2 ubiquitir exprimiert sind, ist die
Expression von Jak3 auf lymphoide Zellen beschriankt (Johnston et al., 1994; Witthuhn et al.,
1994). Fiir Jak3 konnte eine konstitutive Assoziierung mit dem zytoplasmatischen Teil der y-
Kette des IL-7R gezeigt werden, wahrend Jak1 mit der a-Kette assoziiert ist (Boussiotis et al.,
1994; Miyazaki et al., 1994; Russell et al., 1994). Nach der IL-7-Bindung erfolgt die
Signaliibertragung durch die Multimerisierung der Rezeptor-Untereinheiten, wodurch sich
Jak1 und Jak3 gegenseitig durch Transphosphorylierung aktivieren konnen (Boussiotis et al.,

1994; Miyazaki et al., 1994; Russell et al., 1994; Rawlings et al., 2004). Jak3 phosphoryliert
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darauthin Tyrosin-Reste des zytoplasmatischen Teils der a-Kette, wodurch die Bindung der
Stat-Proteine Statl, Stat3 und Stat5a/b ermdglicht wird (Greenlund ef al., 1995; Lin et al.,
1995; van der Plas et al., 1996; Goetz et al., 2004). Die Stat-Proteine werden ihrerseits durch
Jak1l und Jak3 phosphoryliert, worauthin diese vom IL-7R dissoziieren, als Homo- oder
Heterodimere in den Zellkern translozieren und dort als Transkriptionsfaktoren wirken
(Darnell et al., 1994; Ihle et al., 1994; Darnell, 1997; Horvath & Darnell, 1997; Leonard &
O’Shea, 1998; Leonard & Lin, 2000).

Es konnte gezeigt werden, dass die IL-7-vermittelte Signaliibertragung von essentieller
Funktion fiir die B-Zell-Differenzierung ist. So weisen fiir /L-7 oder IL-7Ra defiziente Miuse
einen Defekt in der B-Zell-Differenzierung auf, der dem EbfI-defizienter Méduse &hnelt
(Peschon et al., 1994; von Freeden-Jeffry et al., 1995; Lin & Grosschedl, 1995). So ist im
Knochenmark adulter Tiere die B-Zell-Differenzierung im Prid-Pro-B-Zell-Stadium arretiert
(Kikuchi et al., 2005). Diese Pria-Pro-B-Zellen zeigen eine Expression von B220 und CD43,
weisen jedoch keine Expression charakteristischer B-Zell-Gene auf (Kikuchi et al., 2008).

Der IL-7Ra wird jedoch bereits in einer Subpopulation der LMPPs sowie in CLPs exprimiert
(Kondo et al., 1997, Adolfsson et al., 2005). Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass die
Frequenz an LMPPs und CLPs in /L-7-defizienzen Miusen reduziert ist (Tsapogas et al.,
2011). Wéhrend die vorhandenen LMPPs keine funktionellen Defekte aufweisen, zeigen IL-7-
defiziente CLPs eine erhohte Plastizitit sowie eine reduzierte Expression B-Zell-spezifischer
Gene wie Ebfl, Rag-1, Pax5, Mb-1 und Lambda5. Daher scheint IL-7 bereits fiir die
Initiierung des B-Zell-Differenzierungs-Programms in CLPs von entscheidender Bedeutung
zu sein. Da die EbfI-Expression in /L-7-defizienten CLPs sowie in Prid-Pro-B-Zellen im
Vergleich zu wt-Zellen reduziert ist und Ebf1 eine essentielle Funktion in der Initiierung der
B-Zell-Differenzierung ausiibt, konnte Ebfl hierbei die IL-7-abhingige Spezifizierung
lymphatischer Vorliuferzellen in B-Zellen vermitteln (Dias et al., 2005; Kikuchi et al.,
2005 & 2008; Tsapogas et al., 2011). Ein Einfluss IL-7-vermittelter Signaliibertragung auf die
Expression von Ebf1 konnte in Mus musculus bereits gezeigt werden. So wird EbfI durch den
Transkriptionsfaktor Stat5 reguliert, der in der IL-7-vermittelten Signaliibertragung eine
entscheidende Funktion ausiibt (Goetz et al., 2004; Kikuchi et al., 2005; Roessler et al.,
2007). Des Weiteren kann das B-Zell-Differenzierungs-Potential in /L-7- oder IL-7Ro:-
defizienten Zellen teilweise durch eine ektopische EbfI-Expression wiederhergestellt werden
(Dias et al., 2005; Kikuchi et al., 2005). Diese Daten lassen daher vermuten, dass die IL-7-
vermittelte Signaliibertragung von essentieller Bedeutung fiir die vollstindige Induktion der

Ebf1-Expression und somit die Initiierung des B-Zell-Differenzierungs-Programms ist.
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1.3 Posttranslationale Modifikationen

Schiatzungen zufolge setzt sich das menschliche Genom aus etwa 20.000-25.000 Genen
zusammen, wihrend das menschliche Proteom dynamisch ist und aus iiber einer Million
Proteine bestehen konnte (Lander ef al., 2001; Venter et al., 2001; International Human
Genome Sequencing Consortium, 2004; Jensen, 2004). Die Komplexitit des Proteoms wird
hierbei u.a. durch posttranslationale Modifikationen erzielt, welche die Aktivitét, Interaktion,
Lokalisierung und Stabilitdt von Proteinen beeinflussen (Jensen, 2004). Es wird vermutet,
dass etwa 5 % des Proteoms aus Enzymen, wie z.B. Kinasen, Phosphatasen, Transferasen
oder Ligasen, besteht, die mehr als 200 verschiedene Arten posttranslationaler Modifikationen
katalysieren (Krishna & Wold, 1993; Walsh, 2006).

Bei posttranslationalen Modifikationen handelt es sich um chemische Verdnderungen der
Proteinstruktur, die entweder noch wéhrend oder erst nach der Faltung der Polypeptidketten
in verschiedenen zelluldren Kompartimenten, wie beispielsweise dem Nukleus, Cytoplasma,
Endoplasmatischen Retikulum oder Golgi-Apparat, katalysiert werden. Posttranslationale
Modifikationen konnen hierbei in Form irreversibler proteolytischer Spaltung oder kovalenter
Modifikationen spezifischer Aminosduren erfolgen (Blom et al., 2004; Jensen, 2004). Es
konnte gezeigt werden, dass nahezu jede der natiirlich vorkommenden proteinogenen
Aminosduren durch posttranslationale Modifikationen modifiziert werden kann (Garavelli,
2003).

Kovalente = Modifikationen = umfassen u.a.  Phosphorylierungen,  Acetylierungen,
Glykosylierungen und Methylierungen, wobei bestimmte posttranslationale Modifikationen
nur an speziellen Aminosduren stattfinden (Blom et al., 2004). So werden beispielsweise
Serine, Threonine und Tyrosine durch Phosphorylierung modifiziert. Da posttranslationale
Modifikationen jedoch von der Zugénglichkeit der jeweiligen Aminosdure sowie durch
umgebende Peptidsequenzen, dem so genannten Akzeptor-Motiv, beeinflusst werden, werden
in der Regel nicht samtliche der jeweiligen in einem Protein vorkommenden Aminosduren
modifiziert (Blom et al., 2004; Olsen et al., 2006; Gnad et al., 2007). Zudem kann die
Modifikation reversibel sein. Protein-Phosphorylierungen werden beispielsweise durch ein

Zusammenspiel von Protein-Kinasen und -Phosphatasen reguliert (Blom et al., 2004).
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1.3.1 Phosphorylierungen

Die reversible Phosphorylierung von Proteinen stellt eine ubiquitdre posttranslationale
Modifikation in Pro- und Eukaryoten dar (Gnad efal, 2007). Hierbei beeinflussen
Phosphorylierungen von Serinen, Threoninen und Tyrosinen die Synthese, Stabilitét,
Lokalisation, Funktion und Interaktion von Proteinen und somit wichtige Regulationsprozesse
wie Zellwachstum, -proliferation, -differenzierung und die Immunantwort (Yaffe & Cantley;
1999; Cohen, 2000; Hunter, 2000; Pawson & Nash; 2000; Schlessinger, 2000; Pawson &
Scott, 2005; Gnad et al., 2010).

Prokaryoten, in denen viele dieser Regulationsprozesse nicht stattfinden, besitzen mit
mehreren Hundert identifizierten Phosphorylierungsstellen ein im Vergleich zu Eukaryoten
relativ kleines Phosphoproteom (Gnad ef al., 2010). In Eukaryoten hingegen konnten bisher
mehrere Tausend Phosphorylierungsstellen identifiziert werden, von iiber 3500 in Hefe bis zu
mehr als 20.000 im Menschen (Beausoleil efal, 2004; Olsen etal., 2006 & 2010;
Bodenmiller et al., 2007; Villén et al., 2007; Gnad et al., 2009; Macek et al., 2009). Es konnte
bereits gezeigt werden, dass sich viele bekannte humane Kinasen erst entwickelten, nachdem
Hefe und Mensch evolutionér divergierten (Manning ef al., 2002). Bisherigen Schitzungen
zufolge sind, zumindest unter bestimmten Bedingungen, mehr als die Haélfte aller
eukaryotischen Proteine phosphoryliert (Olsen et al., 2010).

Pro- und Eukaryoten unterscheiden sich in dem Grad der Konservierung von
Phosphoproteinen sowie Phosphorylierungsstellen. Phosphoproteine besitzen innerhalb der
Eukaryoten mehr Orthologe als Nicht-Phosphoproteine (Gnad et al., 2010). In hoéheren
Organismen wie Fliege, Maus und Mensch zeigen zudem phosphorylierte Serine, Threonine
und Tyrosine eine hohere Konservierung als die entsprechenden nicht phosphorylierten
Aminosduren in dhnlichen Strukturmotiven desselben Proteins (Gnad et al., 2007 & 2010). In
Hefe und Caenorhabditis elegans sowie in Prokaryoten hingegen findet sich eine weniger
starke Konservierung von Phosphorylierungsstellen im Vergleich zu hoheren Eukaryoten
(Gnad et al., 2010). Fiir Prokaryoten wurde bereits ein Modell beschrieben, nach dem sich
spezifische Phosphorylierungsstellen durch Anpassung der Prokaryoten an die jeweilige
okologische Nische entwickeln (Soufi et al., 2008; Gnad et al., 2010).
Phosphorylierungsstellen sind hauptsichlich in Protein-Regionen mit flexibler Struktur, wie
Schleifen oder Gelenkstrukturen, lokalisiert (Dunker ef al., 2002; Iakoucheva et al., 2004;
Gnad et al., 2007; Jimenez et al., 2007). So findet man 93 % der phosphorylierten Serine,
88,5 % der phosphorylierten Threonine und 67,3 % der phosphorylierten Tyrosine in solchen
Bereichen (Gnad et al., 2007), die tendenziell an der Protein-Oberfldche liegen und fiir
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Protein-Kinasen besser zugénglich sind. Zudem sind Schleifen-Strukturen von Proteinen
nachweislich an der Bildung von Bindestellen sowie aktiven Zentren von Enzymen beteiligt
und eignen sich daher fiir Regulierungen in Form posttranslationaler Modifikationen (Gnad et
al., 2007). Phosphorylierte Serine, Threonine und Tyrosine weisen dementsprechend eine
hohere Zugénglichkeit auf als die entsprechenden nicht phosphorylierten Aminosduren (Gnad
et al., 2007). Die Zuginglichkeit, welche durch die Polaritit der jeweiligen Aminosiure
beeinflusst wird, scheint hierbei eine Voraussetzung fiir die Phosphorylierung darzustellen. So
konnte durch Analysen von mehr als 2000 Phospho-Proteinen in HeLa-Zellen gezeigt werden,
dass sich an Serinen (80 %), die von den drei Aminosduren die hochste Polaritét zeigen, und
Threoninen (18 %) deutlich haufiger Phosphorylierungen finden als an Tyrosinen (2 %), die
aufgrund ihrer hoheren hydrophoben FEigenschaften tendenziell in weniger zugénglichen

Protein-Regionen lokalisiert sind (Olsen et al., 2006; Gnad et al., 2007).

1.3.2 Posttranslationale Modifikationen des Ebf1l

Obwohl Ebfl erstmals 1991 beschrieben und seither sowohl biologisch als auch biochemisch
charakterisiert wurde, konnten bisher keine posttranslationalen Modifikation des Ebfl-
Proteins identifiziert werden (Hagman et al. 1991; Feldhaus et al., 1992). Die zentrale
Funktion von Ebfl in der B-Zell-Differenzierung (s.S. 15 ff.) kann jedoch nur besser
verstanden werden, wenn es gelingt, Ebf1 in eine Hierarchie modifizierender Faktoren sowie
interagierender Proteine einzuordnen.

Posttranslationale Modifikationen in Form von Phosphorylierungen beeinflussen maf3geblich
die Synthese, Stabilitit, Lokalisation, Funktion und Interaktion von Proteinen (s. S. 26) und
konnten somit an der Regulation des Ebfl in der B-Zell-Differenzierung beteiligt sein. So
wird fiir den Transkriptionsfaktor E2A, der zusammen mit Ebfl die Spezifizierung
lymphatischer ~ Vorlduferzellen in B-Zellen vermittelt, eine Regulation durch
Phosphorylierungen vermutet. Eine Hypophosphorylierung einer trunkierten E2A-
Spleivariante E47 in der N-terminal vor der basic-Helix-Loop-Helix (bHLH)-Domine
gelegenen Region war hierbei Voraussetzung fiir die in vitro-DNA-Bindung von E47-
Homodimeren (Sloan et al., 1996).

Traditionell wurden Phosphorylierungsstellen in vitro oder in vivo identifiziert, indem
Phosphopeptide durch **P radioaktiv markiert und anschlieBend mittels des Edman-Abbaus
sequenziert wurden (Edman, 1949; Hunter, 2000). Durch enorme Fortschritte in der

Massenspektrometrie wird diese jedoch inzwischen standardméBig zur Identifizierung von
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Phosphorylierungsstellen eingesetzt. Ein Massenspektrometer erkennt hierbei die durch eine
Phosphorylierung erhohte molekulare Masse einer Aminosaure (Jensen, 2004). Bei bekannter
Proteinsequenz kann so durch den Vergleich der detektierten atomaren Masse mit der
kalkulierten atomaren Masse der nicht modifizierten Aminosdure eine Phosphorylierung
detektiert werden. Die Bestimmung modifizierter Aminosduren erfolgt schlieBlich mittels
Tandem-Massenspektrometrie-basierter Sequenzierung (Mortz et al,, 1996; Sherman &
Kinter, 2000; Jensen, 2004).

In Vorarbeiten gelang es Dr. Gerald Burgstaller (HMGU Miinchen) in Kooperation mit Dr.
Hakan Sarioglu (HMGU Miinchen, Core Facility Proteomics) mittels Massenspektrometrie
posttranslationale Modifikationen des Ebfl zu identifizieren (nicht verdffentlichte Daten).
Hierzu wurde Flag-gekoppeltes EbfI ektopisch sowohl in HEK293T- als auch in der Pré-B-
Zelllinie 18-81 exprimiert und anschlieBend mittels eines anti-Flag-Antikorpers
immunprazipitiert (Abbildung 1.7A). Als Negativkontrolle (Beads only) wurde die
Immunprizipitation (IP) mit Protein G-Beads ohne Verwendung des anti-Flag-Antikorpers
durchgefithrt. Immunprézipitierte Proteine wurden in einem denaturierenden SDS-
Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und anschliefend mittels einer Silbernitratldsung angeférbt
(Abbildung 1.7B). Das Ebfl-enthaltene Gelfragment wurde fiir weiterfilhrende Analysen von
Dr. Hakan Sarioglu prozessiert und die aufgereinigten Proteine schlieBlich mittels
Massenspektrometrie analysiert (Abbildung 1.7C). Hierbei konnten in beiden Zelllinien
verschiedene posttranslationale Modifikationen detektiert werden. Neben diversen
Oxidationen an Methionin- und Carbamidomethylierungen an Cystein-Resten (nicht
dargestellt) konnten mehrere Phosphorylierungsstellen identifiziert werden, u.a. das Tyrosin
an Position 412 des Ebf1 (Ebfl-Y412), welches am Ende der dritten Helix der konservierten
Helix-Loop-Helix-Doméne lokalisiert ist (Abbildung 1.7D und S. 30 ff.). Die Ebfl-Y412-
Phosphorylierung konnte sowohl in HEK293T- als auch in 18-81-Zellen detektiert werden (in
Abbildung 1.7C exemplarisch dargestellt fiir HEK293T-Zellen), wobei die Analysen der
Massenspektrogramme auf eine konstitutive Phosphorylierung in HEK293T-Zellen
hindeuten, wihrend in der Pra-B-Zelllinie 18-81 nur eine kleine Fraktion der Ebf1-Proteine an
dieser Position phosphoryliert zu sein scheint. Dies konnte auf einen regulierten Prozess der
Ebfl1-Y412-Phosphorylierung in B-Zellen und somit eine funktionelle Relevanz dieser

Phosphorylierungsstelle deuten.
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Abbildung 1.7: Identifizierung posttranslationaler Modifikationen des Ebfl

A: Western Blot-Analyse von immunpréazipitiertem Ebfl-Flag aus HEK293T- (links) oder 18-81-
Zellen (rechts), welche ektopisch EbfI-Flag exprimieren (Dr. Gerald Burgstaller, HMGU Miinchen).
Der Western Blot sowie die Immunprézipitation (IP) erfolgten unter Verwendung des Antikorpers
LANt-FLAG® M2“ (Sigma). Als Negativkontrolle (Beads only-Kontrolle) wurde die IP mit
Protein G-Beads ohne Verwendung des o-Flag-Antikorpers durchgefiihrt. Als zusétzliche
Negativkontrolle fiir die IP von Ebfl-Flag aus 18-81 Ebfl-Flag-Zellen wurden 18-81-Zellen
verwendet, die lediglich endogenes Ebf1 exprimieren (IP 18-81). B: Silberfarbung immunprézipitierter
Proteine (s. A) aus HEK293T Ebfl-Flag- (links) oder 18-81 Ebfl-Flag-Zellen (rechts) nach vorheriger
Auftrennung in einem denaturierenden SDS-Polyacrylamid-Gel (Dr. Gerald Burgstaller, HMGU
Miinchen). Immunprézipitiertes Ebfl-Flag ist durch Pfeile gekennzeichnet. Fiir Ebfl-Flag aus 18-81
Ebfl-Flag-Zellen sind zwei unabhéngige IPs gezeigt (IP1, IP2). C: Sequenzieller Ausschnitt des
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Massenspektrogramms von aufgereinigtem Ebfl-Flag aus HEK293T Ebfl-Flag-Zellen. Gezeigt ist der
Bereich zwischen den Aminosduren (AS) 397-428 des Ebfl. In der Massenspektrometrie detektierte
Peptidsequenzen sind gelb unterlegt. Das durch eine Phosphorylierung modifizierte Y412 ist griin
markiert. Die Massenspektrometrie wurde von Dr. Hakan Sarioglu (HMGU Miinchen, Core Facility
Proteomics) durchgefiihrt. D: Schematische Darstellung der Position Y412 im Ebfl. DBD: DNA-
Bindedomine; IPT/TIG: Immunoglobulin-like, plexins, transcription factors/transcription factor
immunoglobulin; HLH: Helix Loop Helix; TAD: Transaktivierungsdoméne.

1.4 Die Ebf-Proteinfamilie

1.4.1 Ebf-Proteine sind untereinander und evolutionir hoch
Kkonserviert

Proteine der Early B cell factor (Ebf)-Familie bilden eine Gruppe evolutiondr hoch
konservierter Transkriptionsfaktoren. Als erstes und somit namensgebendes Mitglied dieser
Proteinfamilie wurde Anfang der neunziger Jahre das Protein Ebfl in murinen B-Zellen
beschrieben (Hagman et al. 1991; Feldhaus et al., 1992). Dem Ebfl homologe Proteine
wurden u.a. auch in Homo sapiens (Ebfl) und Rattus norvegicus (Olf-1) sowie in den
Invertebraten Drosophila melanogaster (Collier) und C. elegans (CeO/E) identifiziert
(Kudrycki et al., 1993, Milatovich et al., 1994; Crozatier et al., 1996; Prasad et al., 1998). In
nachfolgenden Jahren konnten in M. musculus drei weitere dem Ebf1 hoch homologe Proteine
identifiziert werden, die demzufolge Ebf2, Ebf3 und Ebf4 benannt wurden (Garel et al., 1997;
Malgaretti et al., 1997, Wang et al., 1997 & 2002). Die Proteine Ebfl-4 aus M. musculus
zeigen mit einer Ubereinstimmung der Proteinsequenz von mehr als 75 % untereinander einen
hohen Homologiegrad, wobei Ebfl und Ebf3 die gréfte Ubereinstimmung aufweisen
(Dubois & Vincent, 2001). Alle Ebf-Proteine besitzen mehrere Dominen, die innerhalb der
Ebf-Proteinfamilie mit bis zu 98 % identischen Aminosduresequenzen stark konserviert sind
(Abbildung 1.8; Liberg et al., 2002). Fiir die Ebf-Proteine Ebf1-4 konnte gezeigt werden, dass
diese in vitro in Form von Homo- und Heterodimeren an dieselbe DNA-Sequenz, einer
Variation der palindromischen Sequenz 5'-ATTCCCNNGGGAAT-3", binden (Hagman et al.,
1993 & 1995; Travis et al., 1993; Wang & Reed, 1993; Wang et al., 1997 & 2002; Treiber
et al., 2010a).

Die Dimerisierung der Ebf-Proteine erfolgt iiber eine hoch konservierte atypische Helix Loop
Helix (HLH)-Doméne (Hagman et al., 1995; Daburon ef al., 2008). Diese Domine besteht bei
Vertebraten aus drei alpha-Helices, wobei die ersten beiden Helices dem typischen HLH-
Motiv bekannter HLH-Proteine dhneln (Vinson & Garcia, 1992; Kee et al.,, 2000; Liberg

et al., 2002), wihrend die dritte Helix wahrscheinlich durch Exon-Duplikation der zweiten
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Helix entstanden ist und daher eine groBe Ahnlichkeit zu dieser aufweist (Hagman et al.,
1993 & 1995). Inwieweit diese dritte Helix zur Dimerisierung der Ebf-Proteine beitrigt, ist

bislang noch nicht ausreichend charakterisiert (Treiber et al., 2010a).

Ebf1 DBD 591 AS
(7))
3
3| Ebf2 : 575 AS
(7]
=
E_ Ebf3 08 551 AS
S

Ebf4 04 600 AS

Abbildung 1.8: Schematische Darstellung der Struktur und Konservierung der Ebf-Proteine
Ebf1-4 in M. musculus

Angegebene Prozentzahlen geben die Ubereinstimmung in der Proteinsequenz der jeweiligen Domiine
in Relation zu Ebfl an. DBD: DNA-Bindedoméne; IPT/TIG: Immunoglobulin-like, plexins,
transcription factors/transcription factor immunoglobulin, HLH: Helix Loop Helix; TAD:
Transaktivierungsdoméne. In Anlehnung an Dubois & Vincent, 2001; Liao, 2009; Hiechinger, 2010;
personliche Kommunikation Bettina Groll, HMGU Miinchen.

Die DNA-Bindung dimerisierter Ebf-Proteine erfolgt iiber die N-terminal gelegene hoch
konservierte DNA-Bindedomine (DBD), ein darin lokalisiertes Zink-Finger-Motiv neuartiger
Struktur sowie eine so genannte ,,GH-Schleife”, welche auBerhalb der Ebf-Bindestelle
Wasserstoffbriickenbindungen zur DNA ausbildet (Hagman et al., 1993 & 1995; Schwabe &
Klug, 1994; Treiber et al., 2010a). Die DBD weist mit einer Pseudo-Immunglobulin-
ghnlichen Faltung eine neuartige Topologie auf, zeigt jedoch strukturelle Ahnlichkeiten zu der
Rel-Homologie-Doméne von NFAT und NF-xB (Treiber etal, 2010a). In
Kristallisationsstudien konnte fiir Ebf1 gezeigt werden, dass dieses in Form eines Dimers an
DNA bindet, wobei jedes Ebfl-Monomer mit beiden Hélften der palindromischen Ebf-
Bindestelle interagiert (Treiber et al., 2010a). Durch diese auBergewohnliche Art der DNA-
Bindung wird ein relativ grofer Bereich der DNA durch Ebfl okkupiert, wodurch die
Chromatin-modulierenden Funktionen des Ebfl begriindet sein konnten (Maier et al., 2004;
Treiber et al., 2010a & 2010b).

Mit dem C-Terminus der DBD iiber einen flexiblen Linker verbunden befindet sich in allen
Ebf-Proteinen eine weitere hoch konservierte Domine, welche eine groBe Ahnlichkeit zur
Immunoglobulin-like, plexins, transcription factors/transcription factor immunoglobulin

(IPT/TIG)-Doméne bekannter Transkriptionsfaktoren wie z.B. NFAT oder NF-kB aufweist
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(Aravind & Koonin, 1999; Bork et al., 1999; Treiber et al., 2010a). Die Rolle dieser Doméne
fiir die Funktion der Ebf-Proteine ist noch unbekannt, jedoch wird iiber eine Beteilung der
IPT/TIG-Doméne an Protein-Protein-Interaktionen sowie der Dimerisierung der Ebf-
Monomere spekuliert (Tsai & Reed, 1997; Liberg et al., 2002; Treiber et al., 2010a).

Die mit bis zu 79 % identischer Proteinsequenz unter den Ebf-Proteinen am wenigsten
konservierte Doméne ist die C-terminal gelegene Transaktivierungsdoméne (TAD), welche
die Transaktivierung von Ebf-Zielgenen vermittelt (Hagman et al., 1995). Es konnte jedoch
gezeigt werden, dass Deletionsmutanten von Ebfl, in denen die C-terminale
Transaktivierungsdomine fehlt, dennoch Transaktivierungspotential aufweisen, worauthin
eine zweite, in der DBD lokalisierte, Transaktivierungsdoméne identifiziert wurde (Hagman

et al., 1995).

1.4.2 Ebf1

Eine EbfI-Expression kann nicht nur in B-Zellen, sondern in zahlreichen weiteren Organen
detektiert werden, u.a. im sich entwickelnden Nervensystem und der fotalen Leber, sowie im
olfaktorischen Epithel, Kleinhirn, Milz, Herz, Lunge, Niere und Fettgewebe (Hagman et al.,
1993; Garel et al.,, 1997; Wang et al., 1997, Yokota et al., 2003). Neben der bereits
beschriebenen Funktion in der B-Zell-Differenzierung ist Ebfl beispielsweise an der
Regulation der Entwicklung von Adipozyten, Osteoblasten und Neuronen involviert
(Akerblad et al., 2002; Jimenez et al., 2007; Lobo et al., 2008; Hesslein et al., 2009; Yin et
al., 2009). Demzufolge zeigen Ebf1-defiziente Méuse gegeniiber wt-Tieren diverse Defekte.
Zusitzlich zu einer Reduktion in Korpergrofle und -gewicht sowie einer Mortalititsrate von
30 % innerhalb der ersten vier Wochen nach der Geburt weisen EbfI-defiziente Tiere
neuronale Defekte auf (Garel et al., 1997, 1999 & 2000). Des Weiteren ist in diesen Tieren
die Anzahl der Adipozyten im Knochenmark sowie die Knochenbildungsrate in Tibia und

Femur stark erhoht (Hesslein et al., 2009).

1.4.3 Ebf2

Das Protein Ebf2 wurde 1997 in M. musculus identifiziert (Garel etal.,, 1997;
Malgaretti et al., 1997, Wang et al., 1997). Erste Ebf2-Expressionsstudien wurden durch
Analysen eines Ebf2-LacZ Mausmodells erginzt, in dem das Gen LacZ unmittelbar nach der

Translationsinitiationsstelle im FEbf2-Gen inseriert ist (Garel efal, 1997; Malgaretti
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et al., 1997; Wang et al., 1997; Corradi et al.; 2003). Hierbei konnte eine Ebf2-Expression ab
dem Tag E9 im ersten und zweiten Kiemenbogen, in den sich bildenden Sklerotomen der
Somiten (E10) und im dorsalen Wurzelganglion (E12,5) detektiert werden. 16,5 Tage nach
der Befruchtung wurde eine Expression von Ebf2 ebenfalls in knochenbildenden Regionen
sowie im neuronalen und Fett-Gewebe nachgewiesen (Corradi ef al.; 2003; Kieslinger et al.,
2005). Die Analyse von aus neonatalen Miusen isolierten Ebf2-LacZ-positiven Zellen zeigte
die Expression von Ebf2 in unreifen Osteoblasten des Knochenmarks (Kieslinger et al.,
2005). In adulten Tieren ist £bf2 u.a. in der Milz, dem Thymus sowie dem Gehirn exprimiert
(Kieslinger et al., 2010).

Ebf2-defiziente Mause zeigen gegeniiber wt-Tieren eine erhohte Mortalitdtsrate sowie eine
Reduktion in der Korpergroe und dem -gewicht (Corradi et al., 2003; Wang et al., 2004;
Kieslinger ef al., 2005). Wéhrend die Knochenbildungsrate in diesen Tieren normal verlduft,
kann eine verringerte Knochendichte sowie eine erhohte Knochenresorption beobachtet
werden. Ebf2 konnte hierbei als Regulator der Osteoblasten-abhidngigen Differenzierung von
Osteoklasten identifiziert werden (Kieslinger ef al., 2005). Des Weiteren wurde fiir Ebf2 eine
unterstiitzende Funktion fiir den Erhalt hdmatopoietischer Stammzellen gezeigt (Hiechinger,
2010; Kieslinger et al., 2010). Zudem weisen Ebf2-defiziente Méuse neuronale Defekte auf.
So konnte bereits die Regulierung der Morphogenese peripherer Nerven, der Migration
Hormon-freisetzender Neuronen vom vomeronasalen Organ zum Hypothalamus wihrend der
Embryonalentwicklung und der Anlage olfaktorischer Neuronen durch Ebf2 gezeigt werden

(Corradi et al., 2003; Wang et al., 2004).

1.4.4 Ebf3

Wie Ebf2 wurde das Protein Ebf3 1997 in M. musculus identifiziert (Garel et al., 1997; Wang
et al., 1997). Wihrend der Embryonalentwicklung kann eine Ebf3-Expression z.B. im sich
entwickelnden Nervensystem detektiert werden (Garel et al., 1997, Wang et al., 1997). In
adulten Tieren wurde eine Expression von Ebf3 u.a. im Kleinhirn, im olfaktorischen Epithel,
im vomeronasalen Organ, im Skelettmuskel, im Herz sowie in Adipozyten beobachtet (Garel
et al., 1997; Wang et al., 1997 & 2002; Akerblad et al., 2002).

Die Deletion von Ebf3 in M. musculus resultiert in einer Letalitdt der Mause innerhalb der
ersten zwei Tage nach der Geburt (Wang et al., 2004). Von der Grée und dem Gewicht her

nicht von wt-Tieren zu unterscheiden, wirken die neugeborenen Miuse zyanotisch und zeigen
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eine Schnappatmung (personliche Kommunikation Bettina Groll, HMGU Miinchen). Die
Ursachen, die zu diesem Phéinotyp fiihren, sind bisher noch nicht bekannt.

Fiir Ebf3 wurde eine Funktion als mogliches Tumorsuppressor-Gen im Gehirn beschrieben.
Wihrend eine Expression von Ebf3 in gesunden Zellen des Gehirns detektiert werden kann,
wurden in Tumorzellen des Gehirns Deletionen bzw. Hypermethylationen des Ebf3-Lokus
beobachtet (Zardo et al., 2002). Eine ebenfalls verminderte Ebf3-Expression konnte in
Tumorgeweben der Leber, des Darms sowie im Kopf-Hals-Karzinom detektiert werden (Chen
et al., 2002; Zhao et al., 2006; Bennett etal., 2008). Dementsprechend konnte eine
Regulation von Genen, die im Zellzyklus und der Apoptose von Zellen involviert sind, wie

beispielsweise Cyclin A, Cyclin B oder p21, durch Ebf3 gezeigt werden (Zhao et al., 2006).

1.4.5 Ebf4

Das 2002 in M. musculus identifizierte Protein Ebf4 ist das bisher am wenigsten
charakterisierte Mitglied der Ebf-Proteinfamilie (Wang et al., 2002). Analysen des
Expressionsmusters ergaben eine Ebf4-Expression im olfaktorischen Epithel, im Riechkolben,
im Kleinhirn sowie in der Lunge, Milz und Niere (Wang et al., 2002). Wie die anderen in
M. musculus bekannten Proteine der Ebf-Familie bindet Ebf4 in Form von Homo- oder
Heterodimeren an die Ebf-Konsensussequenz (Hagman et al., 1993 & 1995; Travis et al.,
1993; Wang & Reed, 1993; Wang et al., 1997 & 2002). Allerdings wies Ebf4 in Luziferase-
Reporter-Assays im Gegensatz zu den Proteinen Ebfl-3 nur ein schwaches
Transaktivierungspotential auf, was durch die vergleichsweise geringe Homologie der
Transaktivierungsdomine des Ebf4 im Vergleich zu den anderen Ebf-Proteinen begriindet
sein konnte (Wang et al., 2002). Da Ebf4 nur schwach aktivierend wirkt und nachweislich
iiber die HLH-Domine eine Dimerisierung mit den anderen Ebf-Proteinen eingeht, wird
dariiber spekuliert, ob Ebf4 als Regulator der Ebf-Proteine Ebf1-3 agiert und auf diese Weise
die Expression von Ebf-Zielgenen steuert (Wang et al., 2002).

1.4.6 Proteine der Ebf-Familie scheinen redundante, aber auch
spezifische Funktionen ausiiben zu konnen

Wie bereits beschrieben (s. S.30) sind die Ebf-Proteine sowohl untereinander als auch
evolutiondr hoch konserviert. Zudem konnte eine oftmals simultane und iiberlappende

Expression der Ebf-Proteine in vielen Geweben gezeigt werden. Die ausgeprigte
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Konservierung und {iiberlappende Expressionsmuster sowie die Tatsache, dass die Ebf-
Proteine in Form von Homo- oder Heterodimeren an dieselbe DNA-Sequenz binden
(s. S. 30), lassen eine redundante Funktion der Ebf-Proteine vermuten.

So zeigten Studien der Beinentwicklung bei Maus und Huhn sowie der Retina von
Mausembryonen eine Koexpression der Ebf-Proteine in den analysierten Geweben (Mella et
al., 2004; Jin et al., 2010). Des Weiteren findet sich eine {iberlappende Expression der Ebf-
Proteine u.a. in Adipozyten, Osteoblasten sowie verschiedenen Neuronen (Hagman et al.,
1993; Garel et al., 1997, Malgaretti et al., 1997; Wang et al., 1997 & 2004; Akerblad et al.,
2002; Corradi et al.; 2003; Kieslinger et al., 2005; Jimenez et al., 2007; Hesslein et al., 2009).
In adulten Méusen werden beispielsweise alle vier Ebf-Proteine in Rezeptor-Neuronen des
olfaktorischen Epithels exprimiert, in welchen sie die Expression olfaktorischer Gene
regulieren (Wang et al., 1997, 2002 & 2004). In der murinen Embryonalentwicklung kann
eine Expression aller Ebf-Proteine in Neuronen des sich entwickelnden Nervensystems
detektiert werden, was darauf hindeutet konnte, dass Ebf-Proteine an der Regulation der
Reifung von Neuronen beteiligt sind (Garel et al., 1997 & 1999; Malgaretti et al., 1997).
Mittels histologischer Analysen des Gehirns und des olfaktorischen Epithels Ebf7-defizienter
Maiuse konnte jedoch keine abnormale Entwicklung dieser Organe beobachtet werden (Lin &
Grosschedl, 1995), was auf eine Redundanz koexprimierter Ebf-Proteine in diesen Geweben
hindeuten konnte. Defekte treten hingegen in Geweben auf, in denen EbfI als einziges
Mitglied der Ebf-Familie exprimiert wird. So zeigen EbfI-defiziente Méuse spezifische
Defekte im embryonalen Striatum und der Migration von Neuronen im Rhombencephalon
(Garel et al., 1997, 1999, 2000 & 2002) sowie eine arretierte B-Zell-Differenzierung
(s. S. 15 ff)).

Einen weiteren Hinweis auf eine redundante Funktion der Ebf-Proteine liefern in vitro-
Analysen unreifer Osteoblasten. Kieslinger et al. (2005) konnten in unreifen, Ebf2-
exprimierenden  Osteoblasten, welche eine unterstiitzende Funktion im Erhalt
hiamatopoietischer Stammzellen ausiiben (Hiechinger et al., 2010; Kieslinger et al., 2010),
eine Koexpression von Ebf] und Ebf3 nachweisen. Durch einen kombinierten Knock down
der Ebf-Proteine in Ebf2-defizienten Osteoblasten konnte in vitro die verminderte Fahigkeit
dieser Zellen zur Unterstiitzung hdmatopoietischer Stammzellen weiter reduziert werden. Dies
deutet auf eine redundante Funktion der Ebf-Proteine in der Osteoblasten-abhéngigen
Unterstlitzung himatopoietischer Stammzellen hin (Kieslinger ef al., 2010).

Zahlreiche Studien lassen jedoch auch spezifische Funktionen der Ebf-Proteine vermuten. So

zeigen fur Ebf1, Ebf2 oder Ebf3-defiziente Mduse trotz oftmals iiberlappender Expression der
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Ebf-Proteine einen jeweils unterschiedlichen Phénotyp (s. S. 32-33). Wahrend Ebf7- und
Ebf2-defiziente Tiere beispielsweise lebensfihig sind, fiihrt eine Deletion von Ebf3 zu einer
neonatalen Letalitit (Lin & Grosschedl, 1995; Corradi et al., 2003; Wang et al., 2004;
Kieslinger et al., 2005).

Ebf2- und Ebf3-defizienten Méusen gemein ist jedoch ein Defekt in der Anlage olfaktorischer
Neuronen (Corradi et al., 2003; Wang et al., 2004). Wie bereits beschrieben sind alle vier
Ebf-Proteine im olfaktorischen Epithel iiberlappend exprimiert. Durch Analysen
Ebf2°"" JEbf3'"““" doppelt-heterozygoter Miuse konnte ein Defekt in der Anlage
olfaktorischer Neuronen in diesen Tieren gezeigt werden, der dem Ebf2- oder Ebf3-defizienter
Tiere dhnelt. Dies deutet auf eine Kombination Ebf2- und Ebf3-spezifischer Funktionen sowie
einen Gen-Dosis-Effekt hin (Wang et al., 2004).

Zudem konnte fiir Ebf1 und Ebf2 eine unterschiedliche Funktion in der Entwicklung von
Osteoblasten und Adipozyten gezeigt werden. Wéhrend in EbfI-defizienten Tieren die
Knochenbildungsrate in Femur und Tibia erhoht ist, weisen Ebf2-defiziente Miuse eine
verringerte Knochendichte und erhohte Knochenresorption auf (Kieslinger et al., 2005;
Hesslein et al., 2009).

Auch in bestimmten neuronalen Zelltypen zeigen Ebf-Proteine eine nur partiell tiberlappende
Expression und scheinen daher spezifische Funktionen auszuiiben (Garel et al., 1997, 1999 &
2000). So wird beispielsweise Ebf2 in Neuronen des Riickenmarks frither als Ebf7 und Ebf3
aktiviert (Garel et al., 1997).

Die Funktion von Ebf4 in vivo ist bisher noch unbekannt. /n vitro konnte jedoch fiir Ebf4 ein
gegeniiber den Proteinen Ebf1-3 vermindertes Transaktivierungspotential gezeigt werden. Da
wie schon beschrieben alle vier Ebf-Proteine in verschiedenen Geweben {iberlappend
exprimiert werden und Ebf4 nachweislich Heterodimere mit den anderen Ebf-Proteinen
bilden kann, wird iiber eine Funktion des Ebf4 als Regulator der Proteine Ebf1-3 spekuliert
(s. S. 34).
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1.5 Zielsetzung

Die frithe B-Zell-Differenzierung wird durch verschiedene Signalwege sowie ein komplexes
Netzwerk diverser Transkriptionsfaktoren reguliert, in welchem Ebfl eine zentrale Funktion
einnimmt. Bislang wurden jedoch weder interagierende Proteine noch posttranslationale
Modifikationen fiir Ebfl beschrieben. Erst kiirzlich konnten in Vorarbeiten unserer
Arbeitsgruppe posttranslationale Modifikationen des Ebfl identifiziert werden, u.a. die
Phosphorylierungsstelle Y412. Da Phosphorylierungen mafigeblich die Funktion von
Proteinen beeinflussen konnen, sollte im ersten Teil dieser Arbeit die Phosphorylierungsstelle
Ebf1-Y412 charakterisiert werden, um somit zu einem besseren Verstindnis der Regulation
und Funktion von Ebfl in der B-Zell-Differenzierung zu gelangen. Ziel war es zunichst, diese
Phosphorylierungsstelle  mittels neu  generierter  Antikorper, welche spezifisch
phosphoryliertes Ebf1-Y412 erkennen sollen, zu bestédtigen. Anschlieend sollte die Ebfl-
Y412-Phosphorylierung hinsichtlich des Phosphorylierungsstatus wihrend der murinen B-
Zell-Differenzierung, der biologischen und biochemischen Funktion sowie deren Regulierung
charakterisiert werden.

Die Ebf-Familie umfasst in M. musculus insgesamt vier Transkriptionsfaktoren (Ebf1-4), fiir
die aufgrund ihrer hohen Homologie und Expressionsmuster redundante Funktionen vermutet
werden. Analysen potentiell redundanter Wirkungsweisen werden jedoch durch die in vielen
murinen Geweben simultane und tiberlappende Expression der Ebf-Proteine erschwert. In B-
Zellen hingegen ist Ebf]1 als einziges Mitglied der Ebf-Familie exprimiert. Da durch eine
ektopische EbfI-Expression in Ebfi-defizienten Zellen die arretierte B-Zell-Differenzierung
in diesen Zellen wiederhergestellt werden kann, sollte im zweiten Teil dieser Arbeit anhand
dieses experimentellen Systems untersucht werden, ob die murinen Ebf-Proteine eine
redundante Wirkungsweise in der B-Zell-Differenzierung zeigen. Des Weiteren sollte die
Féhigkeit der verschiedenen Ebf-Proteine zur Transaktivierung B-Zell-spezifischer Gene

analysiert werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Geriite

Bezugsquelle

Agarose-Gelelektrophorese-Apparatur

Model 40-1214; Peqlab Biotechnologie
GmbH

Bestrahlungsanlage

Gammacell 40; MDS Nordion

Blotting-Apparatur

Trans-Blot SD Semi Dry Transfer Cell;
Biorad

CO,-Inkubator

CB150; Binder

Durchflusszytometer

FACSCalibur™ Flow Cytometer;

BD Biosciences

Elektroporationssystem

Gene Pulser® II; BioRad

Flockeneisbereiter AF100; Scotsman®

Feinwaage Sartorius

Geltrockner BioRad

Heizblock Thermomixer compact; Eppendorf
Inkubationsschrank B6030; Heraeus

Kiihl- und Gefriergerite

Liebherr GmbH
Privileg; Quelle

Luminometer Microplate Luminometer Orion II; Berthold
Detection Systems

Light Cycler LightCycler® 480 II; Roche

Magnetriihrer MR3000; Heidolph

Mikroskop Axiovert25; Zeiss

Mikrowelle Panasonic

Native PAGE-Apparatur

TV21; CTI GmbH

PAGE-Apparatur

Mini Trans-Blot® Cell; Biorad

PCR-Maschine

DNA-Engine®; Biorad

Photometer

Photometer Bio 6131; Eppendorf

Pipetten

Gilson
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pH-Meter

763 Multi Calimolic; Knick

Rontgenfilmentwicklermaschine

TYPON Optimax; Raymed Imaging AG

Schiittler Polymax1040; Heidolph
Reax2; Heidolph

Spannungsquelle PowerPack300X; BioRad

Szintillationszdhler BioScan, Inc.

Umluft-Sterilbank

HeraSafe® KS12; Thermo Electron

Corporation

UV-Transilluminator

Transilluminator TL33; HEROLAB GmbH

Vakuumpumpe VACUMAT 120; Bachofer
Waage PJ3000; Mettler
Wasserbad Sub6; Grant

Zellzahl-Messgerét

CASY TTC; Innovatis

Zellsortierer

FACSAria ™III; BD Biosciences

Zentrifugen

Rotina 38R; Hettich
Micro 200R; Hettich
Rotanta 460R; Hettich

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Bezugsquelle

Produkte

ART® Molecular BioProducts

Gestopfte Spitzen

Becton Dickinson (BD) GmbH

Rundbodenréhrchen: 5 ml, 14 ml
Rundbodenréhrchen mit in der Kappe
integriertem Sieb (35 wm)

Konische Rohrchen: 15 ml, 50 ml
Luer-Lok™ Spritzen: 20 ml
Zellkulturflaschen: 75 cm?, 175 cm®
Zellkulturplatten: diverse
Zellkulturschalen: 10cm

Zellsieb, 70 um Nylon

BioRad

Gene Pulser® Cuvette

Biozym Diagnostik GmbH

PCR-Reaktionsgefiale: 0,2 ml
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Brand Einmal-Kiivetten
Braun 100 Sterican® Kaniilen, 0,4 x 20 mm,
27G x 3/4"", Grofe 20
CEA GmbH Medical X-Ray Screen Film Blue Sensitive

Corning Incorporated

Sterile Einwegpipetten

Eppendorf Uvette® 220-16 mm
Reaktionsgefafle: 1,5 ml, 2 ml

Gilson D10, D200, D1000 Diamond® Tower
Pack™ Spitzen

Millipore Spritzenfilter: 0,22 um

Nalgene, USA

Einfrierbehélter

Nunc GmbH Cryo Tube ™ Vials
Pharmacia Sephadex® G50 Saulen
Protran Nitrozellulose-Membran:

Porengrofie 0,45 um

Roche Diagnostics

LightCycler® 480 Multiwell Plate 96
LightCycler® 480 Sealing Foil

Schott, Braun

Glaswaren

Sigma Kodak BioMax MS Film
USA Scientific Lumitrac 200 Mikrotiterplatte
Whatman GmbH Gel-Blotting-Papiere: 0,34 mm; 1,2 mm

2.1.3 Chemikalien, Enzyme und Inhibitoren

Bezugsquelle Produkte

Applichem Propidium-Iodid

Applied Biosystems Emerald ™ Enhancer;
Galacton-Plus® Chemiluminescent Substrate
for B-Galactosidase

Bayer Ciprobay® 400

Biochrom AG Fotales Kilberserum (FCS)

Biolab Products CRYSTAL Agarose

Calbiochem Btk-Inhibitor LFM-A13
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Fermentas dNTPs (100 mM)
Glycogen
Gibco BRL Dulbecco’s Modified Eagle Medium

(DMEM); Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline (PBS); L-Glutamine, 200 mM, 100 x;
OptiMEM®; Penicillin/Streptomycin
(10.000 U/ml & 10.000 pg/ml);
Polyethylenimin (PEI); RPMI 1640; Sodium
Pyruvate, 100 mM; Trypsin-EDTA, 0,05 %

Hartmann Analytic

**P-alpha-dCTP (3000 Ci/mol)

Invitrogen Life Technologies

5 x First Strand Buffer; Dithiothreitol (DTT);
Oligo(dT)12-18 Primer (0,5 ug/ul);
SuperScript® II Reverse Transcriptase

(200 U/ul)

New England Biolabs 1 x NEBuffer 2 & 3
Calf Intestinal Alkaline Phophatase (10 U/ul)
PAA Laboratories Bovine Serum Albumin (BSA)
PAN Biotech Fotales Kilberserum (FCS)
Peqlab peqGOLD TriFast'™
Promega RNasin® (40 U/ul)

R&D Systems

Recombinant Mouse IL-3; Recombinant
Mouse IL-6; Recombinant Mouse IL-7;
Recombinant Mouse SCF

Roche Diagnostics

Acetyl-Coenzyme A; Aprotinin; ATP
disodium salt; Complete, Mini, EDTA-free
Tabletten; D(-)-Luciferin; ,,Klenow
Fragment*, 2 U/ul; Leupeptin;
LightCycler®480 SYBR Green I Master;
Phosphatase Inhibitor Cocktail Tabletten;
PMSF

Roth

Ammoniumpersulfat (APS); Ampicillin;
Dimethylsulfoxid (DMSO); EDTA;
Ethidiumbromidldsung; Glycerin; Glycin;
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Ponceau S; Proteinase K; Rotiphorese®
Gel 40 (Acrylamid/Bisacrylamid 29:1);
N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin
(TEMED); Tris;

Trockenmilchpulver; Tween®20

Sigma

2-Mercaptoethanol; Chloroform; Luminol
Sodium Salt; Nonidet™ P40 Substitute;
p-Coumaric Acid; Polybren;
Poly(deoxyinosinic-deoxycytidylic) Acid
Sodium Salt (Poly(dI-dC))

Solis BioDyne

1 x FirePol Puffer B
FIREPoI® DNA Polymerase (5 U/ul)

Symansis

Pan-JAK Inhibitor TG101348

Verwendete Chemikalien, die nicht in oben stehender Tabelle aufgefiihrt sind, wurden von

den Firmen Merck, Applichem, Roth oder Sigma bezogen.

2.1.4 Kits

Kit

Bezugsquelle

BD Cytofix/Cytoperm' " Fixation/

Permeabilization Kit

Becton Dickinson

LightCycler® 480 SYBR Green I Master Roche

Pierce® BCA Protein Assay Reagent Thermo SCIENTIFIC
QIAGEN® Plasmid Midi/ Maxi Kit QIAGEN GmbH
Quik Change®, Site-Directed Mutagenesis Stratagene

Kit

TNT® Coupled Reticulocyte Lysate Systems | Promega

2.1.5 Langenstandards

Lingenstandard Bezugsquelle
GeneRuler' ™ 100 bp Plus DNA Ladder Fermentas
PageRuler' ™ Prestained Protein Ladder Fermentas
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2.1.6 Antikorper

2.1.6.1 Synthetisches

Antikorpern

Peptid zur Erzeugung von anti-Ebfl-Y(p)412-

Zur Erzeugung von anti-Ebfl-Y(p)412-Antikérpern (Dr. E. Kremmer, HMGU Miinchen)
wurde das synthetische Peptid EALY(p)SVPRNHC (Ebf1: Aminosduren 409-418) verwendet

(PSL GmbH, Heidelberg).

Aus

Loslichkeitsgriinden

sowie um die Priferenz der

Phosphoaminoséure hervorzuheben, wurde der Peptidsequenz C-terminal ein Cystein

angefiigt.

2.1.6.2 Antikorper fiir Western Blot-Analysen

Antikorper Bezugsquelle | Spezies | Verdiinnung Verdiinnung in
Anti-B-Actin Sigma Maus 1:10.000 1 x PBS
Monoclonal Antibody, 5 % Trockenmilchpulver
Klon AC-74 0,4 % Tween®20
Anti-Ebf1-Y412, E. Kremmer, Maus 1:2 1 x TBS
Klon 3G5, Isotyp IgG2a HMGU 5% BSA
(monoklonal) 0,4 % Tween®20
Anti-Ebfl1-Y(p)412, E. Kremmer, Maus 1:2 1 x TBS
Klon 1A5, Isotyp IgG2b HMGU 5 % BSA
(monoklonal) 0,4 % Tween®20
Anti-Ebf1-Y(n.p)412, | E. Kremmer, Maus 1:2 1 x TBS
Klon 1B4, Isotyp HMGU 5 % BSA
IgG2a+2b 0,4 % Tween®20
(monoklonal)
Anti-FLAG® M2 Sigma Maus 1:10.000 1 x PBS
Monoclonal Antibody 5 % Trockenmilchpulver
0,4 % Tween®20
Anti-Pan-Ebf, Klon E. Kremmer, Ratte 1:2 1 x PBS
SE6-111, Isotyp 1gG2A HMGU 5 % Trockenmilchpulver
(monoklonal) 0,4 % Tween®20
Anti-Phosphotyrosine, Millipore Maus 1:1000 1 x TBS

clone 4G10®

3 % Trockenmilchpulver
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(monoklonal)
Goat Anti-Mouse IgG Sigma Ziege 1:2500- Entsprechend dem
(Fc Specific)-Peroxidase 1:5000 verwendeten
(polyklonal) Erstantikorper
Goat Anti-Rat [gG+IgM Jackson Ziege 1:2500- Entsprechend dem
Peroxidase-conjugated Immuno 1:5000 verwendeten
(polyklonal) Research Erstantikorper

2.1.6.3 Antikorper fiir Durchflusszytometrie und Zellsortierung

Antikorper Bezugsquelle Spezies Verdiinnung
Anti-CD16/CD32 BD Pharmingen Ratte 1:250
(Fcy HI/IT Rezeptor),
Klon 2.4G2
Anti-B220-APC, eBioscience Ratte 1:1000
Klon RA3-6B2
Anti-B220-eFluor® 450, eBioscience Ratte 1:500
Klon RA3-6B2
Anti-B220-FITC, BD Pharmingen Ratte 1:2000
Klon RA3-6B2
Anti-B220-PE, BD Pharmingen Ratte 1:500
Klon RA3-6B2
Anti-BP-1-Biotin, eBioscience Ratte 1:500
Klon 6C3
Anti-CD19-Biotin, eBioscience Ratte 1:500
Klon 1D3
Anti-CD24-FITC, eBioscience Ratte 1:3000
Klon 30-F1
Anti-CD43-APC, BD Pharmingen Ratte 1:500
Klon S7
Anti-CD43-PE, BD Pharmingen Ratte 1:500
Klon S7
Anti-CD45.2-APC, eBioscience Maus 1:3500
Klon 104
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Anti-IgD-Biotin, eBioscience Ratte 1:500
Klon 11-26
Anti-IgM-APC, eBioscience Ratte 1:250
Klon 11/41
Streptavidin-PE BD Pharmingen 1:500
Streptavidin-PerCP- BD Pharmingen 1:500
Cy5.5

2.1.6.4 Antikorper fir intrazellulire Durchflusszytometrie

Antikorper Bezugsquelle Spezies Verdiinnung
Anti-Ebf1-Y412, E. Kremmer, HMGU Maus 1:30
Klon 3GS5, IgG2a

Anti-Ebf1-Y(p)412, E. Kremmer, HMGU Maus 1:30
Klon 1A5, IgG2b
F(ab")2 Anti-Mouse 1gG eBioscience Esel 1:100
PE

2.1.7 Oligonukleotide

Samtliche aufgefiihrten Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion (Martinsried)

bezogen.

2.1.7.1 Oligonukleotide fiir quantitative PCR-Reaktionen

Oligonukleotid Sequenz 5" — 3’ Amplifikationsprodukt
[bp]

B-Aktin FP TGT GGT GGT GAA GCT GTA GC 380

p-Aktin RP GAC GAC ATG GAG AAG ATC TGG

Ebf1 FP CAT GTC CTG GCA GTC TCT GA 240

Ebf1 RP CAA CTC ACT CCA GAC CAG CA

Ebf2 FP TGG AGA ATG ACA AAG AGC AAG 337

Ebf2 RP GGG TTT CCC GCT GTT TTC AAA

Ebf3 FP AGA GCC GAA CAA CGA GAA AA 163

Ebf3 RP GCA CAT CTC CGG ATT CTT GT
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Ebf4 FP TTG ACT CCA TGT CGA AGC AG 203
Ebf4 RP GCA GTT CTG GTT GCATTT GA

Hprt FP TGC TGG TGA AAA GGA CCT CTC G 310
Hprt RP TCT GGG GAC GCA GCA ACT GA

Mb-1 FP CAT CTT GCT GTT CTG TGC AGT G 68

Mb-1 RP TTC TCA TTT TGC CAC CGT TTC

VpreB FP GCT CAT GCT GCT GGC CTATC 81

VPreB RP TCC AAG GGA AGA AGATGC TAATG

2.1.7.2 Oligonukleotide fiir Maus-Genotypisierungen

Oligonukleotid Sequenz 5" — 3’ Amplifikationsprodukt
[bp]

Ebf1 FP GGA AAA GTT GCCTTG AAG TTG

Ebf1 RP TGT AGA GGA GCT GGA GCC G 150

Ebf1-Neo RP GCG ATG CCT GCT TGC CGA A 400

2.1.7.3 Oligonukleotide fiir die punktgerichtete Mutagenese

Oligonukleotid

Sequenz 5" — 3’

EbfI-Y412F FP

GCA GAG GCT CTG TTC AGT GTC CCT CGG

EbfI-Y412F RP

CCG AGG GAC ACT GAA CAG AGC CTC TGC

EbfI-Y412D FP

GCA GAG GCT CTG GAC AGT GTC CCT CGG

EbfI-Y412D RP

CCG AGG GAC ACT GTC CAG AGC CTCTGC

EbfI-S413A FP

G GCT CTG TAC GCT GTC CCT CGG

EbfI-S413A RP

CCG AGG GAC AGC GTA CAG AGCC

2.1.7.4 Oligonukleotide fiir Gelretardierungen

Oligonukleotid Sequenz 5" — 3’

Mb-1 FP CCC CGA CCC CAC GCA CTA GAG AGA GAC TCA AGG GAA
TTG TGG

Mb-1 RP CCC TGC ACC TGG GCT GGC CAC AAT TCC CTT GAG TCT

CTCTC
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2.1.8 Plasmide

MSCV-IRES-Gfp (Dr. Richard Moriggl, Ludwig Boltzmann Institut, Wien)

Dieser auf dem Murine stem cell virus (MSCV) basierende Vektor tragt das EbfI-, Ebf2-,
Ebf3- oder Ebf4-Gen (hergestellt durch Dr. Silvia Hiechinger und Dr. Saihong Jin; HMGU
Miinchen), gefolgt von einer IRES-Gfp-Kassette (Interne Ribosomale Eintrittsstelle - Griin-
fluoreszierendes Protein). Der Vektor MSCV-EbfI-IRES-Gfp diente der Herstellung von
MSCV-Ebf1-Y412F-IRES-Gfp mittels Punktmutagenese. MSCV-basierende Vekoren wurden

zur Herstellung der Retrovirus-verpackenden Zelllinie GP+E86 verwendet.

Helfer-Plasmid (Dr. Richard Moriggl, Ludwig Boltzmann Institut, Wien)
Dieser Vektor wurde zur Herstellung Retrovirus-verpackender GP+E86-Zellen verwendet und

tragt die fiir die Replikation und Viruspartikelbildung erforderlichen gag-, pol- und env-Gene.

pBluescript II-KS (+)-Ebf1 (pBS-Ebf1; pBS-Leervektor: Fermentas)

Dieser Vektor tragt das wt-EbfI-Gen (hergestellt durch Dr. Silvia Hiechinger, HMGU
Miinchen) und wurde zur Herstellung von pBS-EbfI-Y412F verwendet. In dieser Arbeit
dienten diese Vektoren der in vitro-Translation rekombinanter Proteine mithilfe von

Retikulozyten-Extrakten.

pBL-Lambda5-Luc (pBL-Luc-Leervektor: Dr. Ursula Zimber Strobl, HMGU Miinchen)
Dieser Vektor trigt das Luciferase-Gen unter Kontrolle des Lambda5-Promotors (hergestellt
durch Dr. Silvia Hiechinger, HMGU Miinchen) und wurde in Luziferase-Reporter-Assays

eingesetzt.

pcDNA3.1-Flag-Ebf1 (pCDNA3. 1-Flag-Originalplasmid: Dr. Hermann Silje, MPI Miinchen)
Dieser Vektor triagt das wt-EbfI-Gen (hergestellt durch Dr. Saihong Jin, HMGU Miinchen)
und wurde zur Herstellung von pcDNA3.1-Flag-EbfI1-Y412F verwendet. In dieser Arbeit
dienten diese Vektoren zu Lokalisationsstudien sowie der Uberexpression rekombinanter

Proteine fiir Bindungsstudien.
pCMVecyto (Invitrogen Life Technologies)

Dieser Vektor diente der Uberexpression von Ebfl, Ebf2, Ebf3, Ebf4 und E47 (E2A) fiir
Luziferase-Reporter-Assays (hergestellt durch Dr. Silvia Hiechinger und Bettina Groll,

47



Material und Methoden

HMGU Miinchen). Der Vektor pCMV-EbfI wurde zur Herstellung von pCMV-Ebf1-Y412F,
pCMV-Ebf1-Y412D und pCMV-Ebf1-S413 A mittels Punktmutagenese verwendet.

pCMV-LacZ (Dr. Ursula Zimber Strobl, HMGU Miinchen)
Dieser Vektor diente der Uberexpression des LacZ-Gens und wurde zur Normalisierung in

Luziferase-Reporter-Assays eingesetzt.

2.1.9 Bakterien
XL1-Blue

Hierbei handelt es sich um einen Escherichia coli (E. coli)-Stamm des Genotyps F:Tul0O
proA+B+laclq D (lacZ) M15/recAl end Al gyr A96 (Nalr) thi hsd R17 (rk-mk+) glu V44 rel

Al lac. Der Originalstamm wurde von der Firma Stratagene bezogen.

2.1.10 Zelllinien
18-81 (Siden et al., 1979)

Prd-B-Zelllinie, die aus murinem Knochenmark gewonnen und in dieser Arbeit fiir
Proteinkinase-Studien sowie zur Uberpriifung der Phosphospezifitit generierter anti-Ebfl-
Y(p)412-Antikorper verwendet wurde. Bei dieser Zelllinie handelt es sich um einen uH-
Ketten-positiven Klon, zur Verfiigung gestellt von Dr. Hans-Martin-Jack, Nikolaus-Fiebiger-

Zentrum, Erlangen.

70Z/3 (Paige et al., 1978)
Murine Pra-B-Zelllinie, die in dieser Arbeit fiir Proteinkinase-Studien verwendet wurde. Die

Zelllinie wurde zur Verfiigung gestellt von Dr. Dirk Eick, HMGU Miinchen.

Ba/F3 (Palacios et al., 1984 & 1985)

IL-3-abhingige Pro-B-Zelllinie, die aus murinem Knochenmark gewonnen wurde. Diese
Zelllinie wurde in dieser Arbeit fiir Proteinkinase-Studien sowie fiir Luziferase-Reporter-
Assays verwendet und wurde zur Verfiigung gestellt von Dr. Rudolph Grosschedl, MPI
Freiburg.
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HEK293T (Graham et al., 1977)

Transformierte Fibroblasten-dhnliche Zelllinie, die aus humanen embryonalen Nierenzellen
gewonnen wurde und konstitutiv das SV40 large T antigen exprimiert. In dieser Arbeit wurde
diese Zelllinie zur Vermehrung von Retroviren, basierend auf dem Murine stem cell virus,
genutzt. Des Weiteren diente sie zur Uberpriifung der Phosphospezifitit generierter anti-Ebf1-
Y (p)412-Antikorper, zu Lokalisationsstudien sowie der Herstellung von Positivkontrollen fiir
Western Blot-Analysen. Die Zelllinie wurde zur Verfiigung gestellt von Dr. Rudolph
Grosschedl, MPI Freiburg.

GP+E86 (Markowitz et al., 1988)

Fibroblasten-dhnliche Retrovirus-verpackende Zelllinie, welche aus Mausembryonen
gewonnen wurde. Die Zelllinie enthélt die gag-, pol- und env-Gene des Moloney murine
leukemia virus und diente der Generierung von Helfer-freien rekombinanten Retroviren zur
Transduktion muriner Zellen. Die Zelllinie wurde zur Verfligung gestellt von Dr. Stefan

Bohlander, Klinikum der Universitidt Miinchen-Grof3hadern.

WEHI-3B (Warner ef al., 1969)

Murine IL-3-produzierende, Makrophagen-édhnliche myelomonozytische Zelllinie. Der IL-3-
haltige Uberstand dieser Zelllinie wurde fiir die Kultivierung von Ba/F3-Zellen benétigt. Die
Zelllinie wurde zur Verfiigung gestellt von Dr. Stefan Bohlander, Klinikum der Universitét

Miinchen-GrofB3hadern.

2.1.11 Mausstimme
EbfI"" (Lin & Grosschedl, 1995)
Zur Generierung EbfI-defizienter C57BL/6-Méduse wurde ein funktionell essentieller Bereich

der DNA-Bindedoméne durch eine Neomycin-Kassette ersetzt. Dieser Mausstamm trigt das

Allogen CD45.2 der Tyrosinphosphatase CD45.

C57BL/6 (Charles River, WIGA)

Dieser Mausstamm wurde zur Verpaarung der EbfI-heterozygoten Méuse verwendet, um ein
Wildtyp-Allel zu erhalten. Des Weiteren diente er der Gewinnung primérer wt-
Knochenmarks- und -Milzzellen. Dieser Mausstamm trigt das Allogen CD45.2 der
Tyrosinphosphatase CD45.
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B6.SJL-Ptprc” Pepc’/BoyJ (CD45.1; Charles River, WIGA)
Kongener C57BL/6-Mausstamm, der anstelle von CD45.2 das Allogen CD45.1 der

Tyrosinphosphatase CD45 trigt. Diese Méuse dienten als Empfangertiere in Transplantations-

Experimenten.

2.1.12 Software

Software Funktion

4Peaks 1.7.2 Analyse von DNA-Sequenzen
Adobe Illustrator CS5 Vektorzeichenprogramm
Adobe Photoshop CS5 Bildbearbeitung

Analysis of Variance (ANOVA) Calculator
(Scheffé, 1999; Soper, 2011)

Berechnung von Signifikanzwerten

BD FACSDiva Software

Aufnahme und Auswertung von

Durchflusszytometrie und Zellsortierung

CELL Quest Becton Dickinson

Aufnahme und Auswertung von

Durchflusszytometrie

ClustalW2, EMBL-EBI

Alignment von Nuklein- und

Proteinsequenzen

DNA Strider 1.42

Analyse von Nukleinsdure- und

Proteinsequenzen

Endnote X4

Bibliographie

Epson Scanner Programm

Scannen von Western Blot-Analysen

FlowJo 9.3, Tree Star Inc.

Auswertung von Durchflusszytometrie und

Zellsortierung

LightCycler® SYBR Green Software

Aufnahme und Auswertung quantitativer

Realtime-PCR-Reaktionen

Microsoft Excel 2004 Tabellen und Kalkulationen
Microsoft Word 2004 Textverarbeitung

Primer3 Primer-Design

Scaffold2 Analyse von Protein-Sequenzierungen
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

Molekularbiologische Standardmethoden, die im Folgenden nicht weiter erldutert werden,
wurden wie bei Sambrook & Russel (2001) beschrieben durchgefiihrt. Bei kommerziellen

Produkten wurde, soweit nicht anders vermerkt, nach den Herstellerangaben vorgegangen.

2.2.1.1 RNA-priaparative Techniken

2.2.1.1.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Siugerzellen

Zur Isolierung von Gesamt-RNA aus Siugerzellen wurden diese fiir 6 min bei 160x g
sedimentiert und anschlieBend in 1 ml peqGOLD TriFast™ (Peqlab) aufgenommen. Nach der
Zugabe von 1 ul Glycogen (Fermentas) sowie 200 ul Chloroform (Sigma) und griindlichem
Durchmischen der Reagenzien wurden die Proben fiir 5 min bei RT inkubiert. Anschlieend
erfolgte die Phasentrennung mittels Zentrifugation fiir 5 min bei 18.600 x g und 4 °C. Die
obere, wissrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefdl iiberfiihrt und die darin befindliche
Gesamt-RNA durch Zugabe von 1 Vol. Isopropanol fiir mindestens 20 min bei -20 °C gefillt.
Nach einem erneuten Zentrifugationsschritt fiir 10 min bei 18.600 x g und 4 °C wurde das
RNA-Sediment mit 1 ml eiskaltem Ethanol (75 %) gewaschen, bei RT getrocknet und
schlieBlich in 10-30 ul RNAase-freiem ddH,O aufgenommen. Die so gewonnene RNA wurde
nach einer photometrischen Konzentrationsbestimmung entweder direkt in die cDNA-

Erststrang-Synthese eingesetzt (s. S. 51) oder bei -20 °C gelagert.

2.2.1.1.2 cDNA-Erststrang-Synthese mittels reverser Transkription

Die Synthese von Erststrang-cDNA erfolgte mithilfe der ,,SuperScript® II Reverse
Transcriptase” (Invitrogen Life Technologies). Hierzu wurden bis zu 2 ug Gesamt-RNA
(s. S.51), 1ulOligo(dT)i2.1s Primer (Invitrogen Life Technologies; 0,5 ug/ul) und 1 ul
dNTPs (Fermentas; jeweils 10 mM) mit RNAase-freiem ddH,O auf ein Gesamtvolumen von
12 ul aufgefiillt, fiir 5 min bei 65 °C erhitzt und anschlieBend rasch auf Eis abgekiihlt. Nach
der Zugabe von 4 ul 5x First Strand Buffer (Invitrogen Life Technologies), 2 ul DTT
(Invitrogen Life Technologies; 0,1 M) sowie 1 ul RNasin® (Promega; 40 U/ul) wurde der
Ansatz fir 2 min bei 42 °C inkubiert und anschlieBend 1 wl ,,SuperScript® II Reverse

Transcriptase® (Invitrogen Life Technologies; 200 U/ul) hinzugegeben. Die reverse
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Transkription erfolgte fiir 50 min bei 42 °C. Nach einer Inaktivierung der Reversen
Transkriptase fiir 15 min bei 70 °C wurde die gewonnene cDNA entweder direkt in die

quantitative Realtime-PCR (qRT-PCR; s. S. 52) eingesetzt oder bei -20 °C gelagert.

2.2.1.1.3 Quantitative Realtime-PCR

Die qRT-PCR wurde nach der ,,LightCycler-Methode* nach Roche Diagnostics mithilfe der
,LightCycler®480 SYBR Green 1 Master“-Reagenz (Roche Diagnostics) in Mikrotiter-
Platten (Roche Diagnostics) durchgefiihrt. Fiir die LightCycler-Reaktion wurden 2 ul cDNA
(s. S.51), 5ul ,LightCycler®480 SYBR Green I Master“-Reagenz, 0,05 ul FP (5 pmol),
0,05 ul RP (5 pmol) und 2,9 ul ddH,O gemischt. Verwendete Oligonukleotide (Metabion,
s. S.45) waren, soweit mdglich, exoniibergreifend, um Amplifikationsprodukte durch
eventuelle Verunreinigungen mit genomischer DNA zu vermeiden. Die Mikrotiterplatten
wurden anschlieBend mittels einer Folie (Roche Diagnostics) verschlossen und die
Fluoreszenzreaktion im LightCycler (Roche Diagnostics) mit folgender Temperaturabfolge in

45 Zyklen gemessen:

Schritt [°C] [t]
Denaturierung der DNA und 95 10 min
Aktivierung der Polymerase

Zyklische Denaturierung 95 10 sec

Zyklische Hybridisierung 62 10 sec

Zyklische Elongation 72 15 sec
Erstellen der Schmelzkurve 65-97 °C 0,11 °C/sec

Als Referenzgene zum Zweck der Normalisierung erhaltener Werte dienten B-Aktin bzw.
Hprt. Zur Uberpriifung der Spezifitit amplifizierter Produkte wurden diese einer
Schmelzkurven-Analyse unterzogen oder mittels Agarose-Gelelektrophorese (3 %iges

Agarose-Gel) iiberpriift.
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2.2.1.2 DNA-priaparative Techniken

2.2.1.2.1 Plasmid-Isolierung aus Bakterien

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien erfolgte mithilfe des Kits ,,QIAGEN®
Plasmid Midi Kit“ bzw. des ,,QIAGEN® Plasmid Maxi Kit“ der Firma QIAGEN GmbH.
Hierzu wurden 200 bzw. 400 ml einer Ubernachtkultur der Bakterien angezogen. Die

Isolierung erfolgte nach der Anleitung des Herstellers.

2.2.1.2.2 Isolierung genomischer DNA aus Mausschwanzzellen

Zur Isolierung genomischer DNA aus Mausschwanzzellen wurde den zu genotypisierenden
Tieren ein etwa 0,3 cm groB3es Stiick der Schwanzspitze entfernt und fiir mindestens 60 min in
100 ul Lysepuffer (1 x FirePol Puffer B (Solis BioDyne); 1,5 mM MgCly; 40 ug/ml
Proteinase K (Roth)) bei 55 °C geschiittelt. Zur Inaktivierung der Proteinase K wurde der
Ansatz anschlieffend fiir 15 min bei 95 °C geschiittelt. Zur Genotypisierung wurden von der

gewonnenen genomischen DNA 0,7 ul in die PCR-Reaktion eingesetzt (s. S. 53).

2.2.1.2.3 Maus-Genotypisierung

Die PCR-Reaktion zur Genotypisierung Ebf]-transgener Méuse wurde nach folgendem

Schema pipettiert:

Genomische Mausschwanz-DNA 0,7 ul
1 x FirePol Puffer B (Solis BioDyne) 2,5 ul
MgCl (25 mM) 0,5 ul
dNTPs (Fermentas; je 10 mM) 2,6 ul
Ebf1 FP (100 pmol/ul) 0,2 wl
Ebf1 RP (100 pmol/ul) 0,2 wl
Ebf1l Neo RP (100 pmol/ul) 0,2 wl
FIREPol® DNA Polymerase 0,2 ul
(Solis BioDyne; 5 U/ul)

ddH,O 18,1 ul

Die Sequenzen verwendeter Oligonukleotide sind auf S. 46 aufgefiihrt.
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Verwendetes PCR-Programm:

Schritt [°C] [min]
Initiale Denaturierung 95 3
80 3
Zyklische Denaturierung 95 0,5
Zyklische Hybridisierung 56 0,5
Zyklische Elongation 72 0,5
30 Zyklen
Finale Elongation 72 5

Die PCR-Reaktion erfolgte in einer ,,DNA-Engine®“-PCR-Maschine der Firma BioRad.

2.2.1.2.4 Punktgerichtete Mutagenese

Zur Erzeugung von Punktmutationen wurde das Kit ,,Quik Change®, Site-Directed
Mutagenesis Kit™ der Firma Stratagene verwendet. Hierbei wurde nach den Herstellerangaben
vorgegangen. Als Ausgangsvektoren dienten MSCV-EbfI-IRES-Gfp, pCMV-EbfI und
pcDNA3.1-Flag-Ebf1 (s. S. 47). Verwendete Oligonukleotide sind auf S. 46 aufgefiihrt. Die
PCR-Reaktion erfolgte in einer ,,DNA-Engine®“-PCR-Maschine der Firma BioRad.

2.2.1.3 Protein-priparative Techniken

2.2.1.3.1 Proteinextraktion aus Saugerzellen fiir Western Blot-Analysen

Zur Extraktion von Proteinen aus Siugerzellen wurden bis zu 1 x 10’ Zellen fiir 6 min bei
160 x g sedimentiert und mit PBS (Gibco BRL) gewaschen. AnschlieBend wurde das
Zellsediment je nach der Ausgangszellzahl in 100-500 ul Lysepuffer (50 mM Tris/HCIL, pH 8;
150 mM NaCl; 1 % Nonidet™ P40 Substitute (Sigma)) aufgenommen und fiir 40 min auf Eis
lysiert. Um eine Degradation bzw. Dephosphorylierung der Proteine zu minimieren, wurden
dem Lysepuffer Protease-Inhibitoren (Complete, Mini, EDTA-free Tabletten, Roche) bzw.
Phosphatase-Inhibitoren (Phosphatase Inhibitor Cocktail Tabletten, Roche) nach der
Anleitung des Herstellers zugegeben. Nach einem Zentrifugationsschritt fiir 5 min bei
18.600 x g und 4 °C wurde der Uberstand fiir weiterfiihrende Analysen verwendet oder ggf.
bei -20 °C gelagert.
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2.2.1.3.2 Extraktion zytoplasmatischer und nukleirer Fraktionen aus HEK293T-
Zellen

Zur Extraktion von zytoplasmatischen und nukledren Fraktionen aus HEK293T-Zellen,
wurden 2 x 10" Zellen fiir 6 min bei 160 x g sedimentiert und mit PBS gewaschen. Das
Zellsediment wurde anschlieend in 200 ul Puffer A (10 mM HEPES, pH 7,9; 10 mM KCl;
0,1 mM EDTA; 0,1 mM EGTA) gelost und fiir 15 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde
die Reaktion mit 12,5 ul Nonidet™ P40 Substitute (Sigma; 10 %) versetzt, welches spezifisch
die Zellmembran aufbricht, die Kernmembran hingegen intakt l4sst. Die Proben wurden fiir
5 min bei maximaler Geschwindigkeit bei 4 °C geschiittelt. AnschlieBend wurden die
Zellkerne fiir 10 min bei 18.600x g und 4 °C sedimentiert. Der Uberstand, der die
zytoplasmatische Fraktion enthilt, wurde fiir weiterfiihrende Analysen verwendet oder ggf. in
fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert. Die sedimentierten Zellkerne
wurden nochmals mit 1,5 ml Puffer A gewaschen, in 40 ul Puffer C (20 mM HEPES, pH 7.9;
0,4 M NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA) aufgenommen und anschlieBend fiir 30 min bei
maximaler Geschwindigkeit bei 4 °C geschiittelt. Nach einem Zentrifugationsschritt fiir
10 min bei 18,600 x g und 4 °C wurde der Kernprotein-haltige Uberstand fiir weiterfithrende

Analysen verwendet oder ggf. in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert.

2.2.1.3.3 Proteinextraktion aus Ba/F3-Zellen fiir Luziferase-Reporter-Assays

Zur Proteinextraktion aus Ba/F3-Zellen fiir Luziferase-Reporter-Assays (s. S. 60) wurden die
Zellen 48 h nach der Transfektion (s. S. 64) fiir 6 min bei 160 x g sedimentiert und mit PBS
(Gibco BRL) gewaschen. AnschlieBend wurde das Zellsediment in 100 ul Luziferase-
Extraktionspuffer (10 % Glycerin; 1 % Triton X-100; 2 mM EDTA; 25 mM Tris/HCI, pH 7,8;
2 mM DTT (Invitrogen Life Technologies)) aufgenommen, fiir 15 min auf Eis lysiert und fiir
15 min bei 16,800 x g und 4 °C sedimentiert. Der Uberstand wurde anschlieBend in fliissigem

Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert.

2.2.1.3.4 In vitro-Translation von Proteinen

Zur in vitro-Translation rekombinanter Proteine mittels pBS-basierender Vektoren (s. S. 47)
fiir Gelretardierungs-Analysen (s. S. 58) wurde das Kit ,,TNT® Coupled Reticulocyte Lysate
Systems* der Firma Promega verwendet. Hierbei wurde nach den Herstellerangaben

vorgegangen.
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2.2.1.3.5 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels BCA-Messung

Zur Bestimmung der Konzentration extrahierter Proteine (s. S. 54-55) wurde das ,,Pierce®
BCA Protein Assay Reagent” der Firma Thermo SCIENTIFIC verwendet. Zunédchst wurde
Reagenz A mit Reagenz B im Verhdltnis 50:1 gemischt. Zur Erstellung einer Eichkurve
wurde BSA (PAA Laboratories) in den Konzentrationen 0, 2, 4, 8, 10 und 15 ug/ul in einem
Gesamtvolumen von 400 ul Reagenz A/ReagenzB geldst. Zur Bestimmung der
Konzentration extrahierter Proteine wurde 1 ul der Proteinlosung mit 399 ul Reagenz
A/Reagenz B gemischt. Nach einer 30-miniitigen Inkubation bei 37 °C wurde die Absorption

bei einer Wellenlédnge von 562 nm photometrisch bestimmt.

2.2.1.3.6 Phosphatase-Behandlung von Proteinextrakten

Zur Phosphatase-Behandlung von Proteinextrakten aus HEK293T- und 18-81-Zellen
(s. S. 54) wurden 20 ug Gesamt-Protein mit 15 U ,,Calf Intestinal Alkaline Phophatase* (New
England Biolabs; 10 U/ul) und 1 x NEBuffer3 (New England Biolabs) in einem
Gesamtvolumen von 40 ul gemischt. Der Ansatz wurde fiir 1 h bei 37 °C inkubiert und

anschlieBend auf ein denaturierendes Polyacrylamid-Gel aufgetragen (s. S. 56).

2.2.1.3.7 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Proteinen nach Lammli

Die Auftrennung von Proteinen erfolgte mithilfe der diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Lammli (1970). Hierzu wurde die entsprechende
Proteinmenge (bis zu 20 ug) zunidchst mit 5 x Ldmmli-Puffer (4 % SDS; 20 % Glycerin;
250 mM Tris, pH 6,8; 5 % 2-Mercaptoethanol (Sigma); 0,01 % Bromphenolblau) versetzt und
fir 15min bei 95°C geschiittelt. AnschlieBend wurden die Proteine mithilfe einer
denaturierenden SDS-PAGE aufgetrennt. Das Polyacrylamid-Gel setzte sich zusammen aus
einem Sammelgel (250 mM Tris/HCI, pH 6,8; 0,1 % SDS; 5 % Rotiphorese® Gel 40 (Roth;
Acrylamid/Bisacrylamid 29:1); 0,1 % APS (Roth); 0,004 % TEMED (Roth)), das der
Fokussierung der geladenen Proteine dient, und einem Trenngel (375 mM Tris/HCI, pH 8,8;
0,1 % SDS; 10-12% Rotiphorese® Gel 40; 0,1 % APS; 0,004 % TEMED), das die
Auftrennung der Proteine ihrer molekularen Masse entsprechend ermdglicht. Als Protein-
Lingenstandard wurde der ,,PageRuler' ™ Prestained Protein Ladder” der Firma Fermentas
mitgefiihrt. Der Gellauf erfolgte in einer mit 1 x SDS-Laufpuffer (25 mM Tris; 1 % SDS;
192 mM Glycin) gefiillten “Mini Trans-Blot® Cell“-Apparatur (Biorad) fiir 20 min bei 100 V
und anschlieend bei 160 V.
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2.2.1.3.8 Transfer elektrophoretisch aufgetrennter Proteine auf Nitrozellulose-
Membranen (Western Blot nach Towbin ez al., 1979)

Fiir Western Blot-Analysen wurden die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine (s. S. 56)
nach dem ,,semi-dry“-Verfahren in einer ,,Trans-Blot SD Semi Dry Transfer Cell“-Apparatur
(Biorad) auf eine Nitrozellulose-Membran (Protran) transferiert. Dazu wurden vor dem
Blotvorgang das Polyacrylamid-Gel, die Nitrozellulose-Membran sowie Gel-Blotting-Papiere
(Whatman GmbH; 1,2 mm) in Transferpuffer (20 % Ethanol; 80 % 1 x SDS-Laufpuffer
(25 mM Tris; 1 % SDS; 192 mM Glycin)) &dquilibriert. Der Transfer erfolgte bei 10V,
300 mA fiir 1,5 h. Zur Uberpriifung des Protein-Transfers wurde die Nitrozellulose-Membran
anschlieBend mit Ponceau S-Losung (2 % Ponceau S (Roth); 30 % Trichloressigsdure; 30 %
Sulfosalicylsdure) gefarbt. Fiir die Immundetektion von Proteinen wurde die Nitrozellulose-
Membran zunichst in Wasser und dann solange in 5 % Milchpulver-Losung (1 x PBS;
5 % Trockenmilchpulver; 0,4 % Tween®20) gewaschen, bis die Ponceau S-Fiarbung entfernt

war.

2.2.1.3.9 Immundetektion von Proteinen

Der Nachweis der auf die Nitrozellulose-Membran transferierten Proteine (s. S. 57) erfolgte
mittels spezifischer Antikorper. Vor der Inkubation der Nitrozellulose-Membran mit dem
Erstantikdrper wurde diese flir zundchst fiir 20 min mit 5 % Milchpulver-Losung (1 x PBS;
5 % Trockenmilchpulver; 0,4 % Tween®20) unter leichtem Schiitteln inkubiert, um
unspezifische Bindungen der Antikdrper wiahrend der Immundetektion zu minimieren.

Die Inkubation der Nitrozellulose-Membran mit dem Erstantikorper erfolgte iiber Nacht bei
4 °C in entsprechender Verdiinnung (s. S. 43). Anschlieend wurde die Membran dreimal fiir
jeweils 10 min mit 1xPBS + 0,4 % Tween®20 bzw. 1xTBS + 0,4 % Tween®20,
entsprechend der fiir den Erstantikorper verwendeten Losung, gewaschen und fiir 45 min bei
RT mit dem Zweitantikorper inkubiert, welcher in einer dem Erstantikdrper entsprechenden
Losung verdiinnt wurde (s. S. 43). Nach drei Waschschritten fiir jeweils 10 min mit 1 x PBS +
0,4 % Tween®20 bzw. 1 x TBS + 0,4 % Tween®20 wurde die Chemilumineszenz-Reaktion
mittels ECL-Detektionsreagenz (s. unten) angeregt, die Nitrozellulose-Membran auf einen
lichtsensitiven Film (,,Medical X-Ray Screen Film Blue Sensitive*; CEA GmbH) aufgelegt
und dieser in einer Rontgenfilmentwicklermaschine (TYPON Optimax; Raymed
Imaging AG) entwickelt. Die Immundetektion unter Verwendung des ,,Anti-Phosphotyrosine,

clone 4G10®“-Antikorpers (Millipore) erfolgte nach den Herstellerangaben.
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ECL-Detektionsreagenz:

1 ml Reagenz A (0,1 M Tris/HCI, pH 8,6; 0,25 mg/ml Luminol sodium salt (Sigma))
100 ul Reagenz B (DMSO (Roth); 1,1 mg/ml p-Coumaric acid (Sigma))

0,3 ul Reagenz C (H,0; (30 %)))

Um die Nitrozellulose-Membran ggf. einer weiteren Immundetektion zu unterziehen, wurde
diese fiir 10 min bei RT unter leichtem Schiitteln mit Stripping-Puffer (100 mM Glyin;
1%SDS; 0,1 % Nonidet™ P40 Substitute  (Sigma))  inkubiert, um die ECL-
Detektionsreagenz sowie die FErst- und Zweitantikorper zu entfernen. Nach drei
Waschschritten mit 1 x PBS + 0,4 % Tween®20 bzw. 1 x TBS + 0,4 % Tween®20 fir
jeweils 10 min und einer Inkubation fiir 20 min mit 5 % Milchpulver-Losung (1 x PBS;
5 % Trockenmilchpulver; 0,4 % Tween®20) erfolgte die erneute Immundetektion mit den

entsprechenden Erst- und Zweitantikorpern.

2.2.2 Biochemische Methoden

2.2.2.1 Gelretardierung

2.2.2.1.1 Anlagerung des Oligonukleotids

Zur Anlagerung komplementirer Oligonukleotide (s. S.46) wurden equimolare Mengen
(250 ng/ul) der beiden Einzelstringe in Annealing-Puffer (10 mM Tris/HCI, pH 7,4; 10 mM
MgCl,; 50 mM NaCl) gemischt und fiir 10 min bei 95 °C im Heizblock erhitzt. Anschlieend
wurde dieser ausgeschaltet und die Proben bis zum Erreichen von RT darin inkubiert. Die
doppelstrangigen Oligonukleotide wurden darauthin radioaktiv markiert (s. S. 58) oder ggf.
bei -20 °C gelagert.

2.2.2.1.2 Radioaktive Markierung des Oligonukleotids

Die doppelstringigen Oligonukleotide (s. S. 58) wiesen Guanosin-haltige 5’-Uberhinge auf,
welche mithilfe des ,,Klenow Fragment* (Roche Diagnostics) unter Verwendung von >°P-
alpha-dCTP radioaktiv markiert wurden. Hierzu wurden 2 ul Oligonukleotid (25 ng/ul), 2 ul
,Klenow Fragment™ (Roche Diagnostics; 2 U/ul), 2 ul NEB2-Puffer (New England Biolabs;
10 x), 5 ul **P-alpha-dCTP (Hartmann Analytic; 3000 Ci/mol), 2 ul dNTPs (dATP, dGTP,
dTTP; je 500 uM; Fermentas) und 7 ul ddH,O fiir 60 min bei 37 °C inkubiert. Anschliefend

wurde das Oligonukleotid mithilfe einer ,,Sephadex® G50 Saule* (Pharmacia) gereinigt, in
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TE-Puffer (10 mM Tris-Base, pH 8; 1 mM EDTA) aufgenommen und die Markierung mittels
eines Szintillationszdhlers (BioScan, Inc.) tberpriift. Zur Herstellung nicht radioaktiv
markierter Oligonukleotide wurden 1 ul Oligonukleotid (250 ng/ul), 2 ul ,,Klenow Fragment*
(2 U/ul), 2 wl NEB2-Puffer (10 x), 2 ul dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP; je 500 uM) und
13 ul ddH,O fiir 60 min bei 37 °C inkubiert. Markierte Oligonukleotide wurden bis zur

Verwendung bei -20 °C gelagert.

2.2.2.1.3 Bindereaktion von Proteinen an die radioaktiv markierten
Oligonukleotide

Um die Bindung von Proteinen an die radioaktiv markierten Oligonukleotide (s. S. 58) zu
untersuchen, wurden 18 ug Protein aus HEK293T-Zelllysaten (s. S. 54) bzw. 10 ul der in
vitro-translatierten Proteine (s. S.55) mit 5 ul4 x Bindepuffer (10 mM HEPES, pH 7,9;
70 mM KCl; 1 mM DTT  (Invitrogen Life Technologies); 4 % Glycerin; 1 mM
EDTA; 2,5 mM MgCl,, 2 ul Poly(dI-dC) (1 mg/ml; Sigma), 2 ul BSA (PAA Laboratories;
1 mg/ml) und ggf. 2 ul ,,Anti-FLAG® M2 Monoclonal Antibody* (Sigma) in einem
Gesamtvolumen von bis zu 16 pl fiir 5 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden 2 ul
radioaktiv markiertes Oligonukleotid und ggf. 2 ul nicht radioaktiv markiertes Oligonukleotid
zum Zweck der Kompetition zugegeben und die Gesamtreaktion mit ddH,O auf ein
Gesamtvolumen von 20 ul gebracht. Die Proben wurden fiir 30 min bei RT inkubiert und

anschlieBend auf ein nicht denaturierendes Polyacrylamidgel aufgetragen (s. S. 59).

2.2.2.1.4 Gellauf

Mittels eines nativen, mit 1 x TBE (pH 8,3) iiberschichteten Polyacrylamid-Gels
(4 % Rotiphorese® Gel 40 (Roth; Acrylamid/Bisacrylamid 29:1); 0,5 x TBE, pH 8,3;
0,1 % APS (Roth); 0,002 % TEMED (Roth)) wurden die Komplexe aus Proteinen, DNA und
gef. Antikorpern (s. S. 59) im elektrischen Feld bei 130 V aufgetrennt. AnschlieBend wurde
das Polyacrylamid-Gel mithilfe eines Geltrockners (BioRad) fiir 60 min unter Vakuum und
Wirmeeinwirkung (80 °C) auf einem Gel-Blotting-Papier (Whatman GmbH; 0,34 mm)
getrocknet, auf einen lichtsensitiven Film (,,Kodak BioMax MS Film*, Sigma) aufgelegt und
dieser in einer Rontgenfilmentwicklermaschine (TYPON Optimax, Raymed Imaging AG)

entwickelt.
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2.2.2.2 Luziferase-Reporter-Assay

2.2.2.2.1 Luziferase-Messung

Zur Messung der Luziferase-Aktivitdt wurden von den Ba/F3-Zellextrakten (s. S. 55) jeweils
10 ul auf eine Mikrotiterplatte (Lumitrac 200; USA Scientific) vorgelegt. Nach der Zugabe
von jeweils 50 ul Luziferase-Assay-Puffer (20 mM Tricin; 1,07 mM Magnesiumcarbonat-
Pentahydrat; 2,67 mM Mg,SOs; 0,1 mM EDTA; 333mM DTT (Invitrogen Life
Technologies); 270 uM Acetyl-Coenzyme A (Roche Diagnostics); 470 uM D(-)-Luciferin
(Roche Diagnostics); 530 uM ATP disodium salt (Roche Diagnostics)) erfolgte die Messung
der Biolumineszenz mittels eines Luminometers (Berthold Detection Systems) bei einer
Wellenldnge von 560 nm. Die Messung wurde jeweils in Duplikaten durchgefiihrt. Die
Luziferase-Aktivitit wurde mittels Normalisierung auf die p-Galaktosidase-Aktivitit

(s. S. 60) kalkuliert.

2.2.2.2.2 B-Galaktosidase-Messung

Zur Messung der B-Galaktosidase-Aktivitdit wurden von den Ba/F3-Zellextrakten (s. S. 55)
ebenfalls jeweils 10 ul auf eine Mikrotiterplatte (Lumitrac 200; USA Scientific) vorgelegt.
Nach der Zugabe von jeweils 100 ul p-Galaktosidase-Assay-Puffer (100 mM Na-P, pH §;
1 % Galacton-Plus® Chemiluminescent Substrate for 3-Galactosidase (Applied Biosystems);
1 mM MgCl,) und einer 15-miniitigen Inkubation bei RT erfolgte die Messung durch Zugabe
von jeweils 50 ul P-Galaktosidase-Verstirkungspuffer (0,2 M NaOH; 10 % Emerald™
Enhancer (Applied Biosystems)) mittels eines Luminometers (Berthold Detection Systems)

bei einer Wellenlédnge von 475 nm. Die Messung erfolgte jeweils in Duplikaten.

2.2.3 Zellkultur

2.2.3.1 Allgemeine Zellkultur-Techniken

Samtliche im Folgenden beschriebenen Zellkulturarbeiten fanden unter einer Umluft-
Sterilbank (Thermo Electron Corporation) statt und wurden unter Verwendung steriler
Losungen sowie Einweg-Pipetten (Corning Incorporated) durchgefiihrt. Die Zellen wurden in
den jeweiligen Zellen angepassten Medien in einem CO,-Inkubator (Binder) bei 37 °C mit
5% CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Adhdrente Zellen sowie Suspensionszellen

wurden alle 3-4 Tage neu passagiert. Falls nicht anders vermerkt, wurden Zellen in
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Zentrifugationsschritten fiir 6 min bei 160 x g sedimentiert. Simtliche Waschschritte erfolgten

in sterilem PBS (Gibco BRL).

2.2.3.2 Kulturmedien fiir Zelllinien
18-81 und 70Z/3:

RPMI 1640 (Gibco BRL)

Hitzeinaktiviertes FCS (PAA Laboratories) 10 %
Sodium Pyruvate (100 mM; Gibco BRL) 1%
Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml & 1%
10.000 ng/ml; Gibco BRL)

2-Mercaptoethanol (Sigma) 500 uM
Ba/F3:

RPMI 1640 (Gibco BRL)

Hitzeinaktiviertes FCS (PAA Laboratories) 10 %
Filtrierter IL-3-haltiger WEHI-3B-Uberstand 10 %
L-Glutamine, 200 mM (100 x; Gibco BRL) 1%
Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml & 1%
10.000 ng/ml; Gibco BRL)

HEK?293T und GP+E86:

DMEM (Gibco BRL)

Hitzeinaktiviertes FCS (PAA Laboratories) 10 %
L-Glutamine, 200 mM (100 x; Gibco BRL) 1%
Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml & 1%
10.000 ng/ml; Gibco BRL)

WEHI-3B:

RPMI 1640 (Gibco BRL)

Hitzeinaktiviertes FCS (PAA Laboratories) 10 %
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2.2.3.3 Bestimmung der Zellzahl
Die Bestimmung der Zellzahl einer Zellsuspension erfolgte mithilfe des ,,CASY TTC*-

Zellzahl-Messgerétes (Innovatis) nach der Anleitung des Herstellers.

2.2.3.4 Ablosen adhirenter Zellen
Adhérente Zelllinien (HEK293T und GP+E86) wurden zum Passagieren, Ernten oder

Einfrieren durch kurzzeitige Behandlung mit dem proteolytischen Enzym Trypsin (Trypsin-
EDTA; 0,05 %; Gibco BRL) in Suspension gebracht. Hierzu wurden die Zellen zunéchst mit
sterilem PBS gewaschen und anschlieend mit 37 °C warmem Trypsin fiir 2-5 min bei 37 °C
inkubiert. Die Enzymreaktion wurde anschlieBend mit dem fiinffachen Volumen des
jeweiligen Kulturmediums gestoppt. Nach einem Zentrifugationsschritt wurden die Zellen

entweder zur weiteren Kultivierung oder fiir weiterfiihrende Analysen verwendet.

2.2.3.5 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Adhidrente Zellen sowie Suspensionszellen wurden einen Tag vor dem Einfrieren mit
frischem Medium gefiittert. Zum Einfrieren wurde eine Einzelzellsuspension der Zellen
sedimentiert und in kaltem Einfriermedium (90 % hitzeinaktiviertes FCS (PAA Laboratories);
10 % DMSO (Roth)) aufgenommen. AnschlieBend wurden die Zellen zunichst in Einfrier-
Rohrchen (Cryo Tube™ Vials; Nunc GmbH) bei -80 °C eingefroren und nach 24 h in
fliissigen Stickstoff (-196 °C) iiberfiihrt. Um ein langsames, kontinuierliches Einfrieren zu
gewihrleisten, wurden die Zellen hierbei in mit Isopropanol gefiillte Einfrier-Behalter gestellt
(Nalgene, USA).

Zum Auftauen wurden die Zellen schnell auf 37 °C erwérmt und in einem 10 x Volumen des
entsprechenden Kulturmediums aufgenommen. Zum Entfernen des DMSOs wurden die

Zellen sedimentiert und in neuem Medium aufgenommen.

2.2.3.6 IL-7-Stimulation muriner B-Zelllinien

Zur Analyse der Ebfl-Y412-Phosphorylierungsmenge in Abhidngigkeit IL-7-vermittelter
Signaliibertragung wurden verschiedene B-Zelllinien (Ba/F3, 70Z/3, 18-81) in vitro durch
rekombinantes IL-7 (R&D Systems) stimuliert. 4 h vor IL-7-Zugabe (10 ng/ml) wurde den
Zellen frisches Kulturmedium (s. S. 61) zugegeben (0,5 x 10° Zellen/ml). 24 h nach der IL-7-
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Zugabe erfolgte die Analyse der Ebfl-Y412-Phosphorylierungsmenge mittels intrazelluldrer
Durchflusszytometrie (s. S. 68).

2.2.3.7 Behandlung muriner B-Zelllinien mit Kinase-Inhibitoren

Zur Analyse der Ebfl-Y412-Phosphorylierungsmenge in Abhéngigkeit Jak/Stat-vermittelter
Signaliibertragung wurden Ba/F3-Zellen 2 h vor Zugabe des Jak-Inhibitors TG101348
(1000 nM; Symansis) mit frischem Kulturmedium (s. S. 61) gefiittert (0,5 x 10° Zellen/ml).
24 h nach der Inhibitor-Zugabe wurden die Zellen mittels intrazelluldrer Durchflusszytometrie
beziiglich der Ebf1-Y412-Phosphorylierungsmenge analysiert (s. S. 68).

Zur Analyse der Ebfl-Y412-Phosphorylierungsmenge in Abhdngigkeit der Btk-Aktivitét
wurden 18-81-Zellen 2 h vor Zugabe des Btk-Inhibitors LFM-A13 (CalBiochem) frisches
Kulturmedium (s. S. 61) zugegeben (0,5 x 10° Zellen/ml). Der Inhibitor wurde hierbei in
verschiedenen Konzentrationen (20 uM, 100 uM, 300 uM; geldst in DMSO) verwendet. 4 h
nach der Zugabe des Inhibitors wurden Proteinextrakte der 18-81-Zellen fiir Western Blot-
Analysen hergestellt. (s. S. 54).

2.2.3.8 Transiente Transfektion von Siugerzellen

2.2.3.8.1 Transiente Transfektion von HEK293T-Zellen mittels PEI

Zur transienten Transfektion von HEK293T-Zellen zur Herstellung von Retrovirus-
verpackenden GP+E86-Zellen, zu Lokalisationsstudien, zur Analyse der Phosphospezifitit
generierter anti-Ebfl1-Y(p)412-Antikorper und zur Herstellung von Positivkontrollen fiir
Western Blot-Analysen wurden die Zellen 24 h vor der Transfektion definiert ausgesit
(7,5x 10° Zellen je 10 cm-Zellkulturschale). Unmittelbar vor der Transfektion wurden die
Zellen in 3ml DMEM (Gibco BRL) + 1 % hitzeinaktiviertes FCS (PAA Laboratories)
kultiviert. Wahrenddessen wurden 6 ug der zu transfizierenden DNA sowie ggf. 2 ug Helfer-
Plasmid zur Herstellung von Retrovirus-verpackenden GP+E86-Zellen in 300 ul OptiMEM®
(Gibco BRL)  aufgenommen. In einem weiteren Reaktionsgefdl wurden je
Transfektionsansatz 300 ul OptiMEM® mit 12 ul Polyethylenenimin (PEI; 1 mg/ml; Gibco
BRL) gemischt. Beide Ansitze wurden griindlich miteinander vermischt und fiir 20 min bei
RT inkubiert. AnschlieBend wurde die DNA/OptiMEM®/PEI-Losung tropfenweise auf die
HEK?293T-Zellen gegeben und fiir 4h bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde das
Transfektionsmedium durch Kulturmedium ersetzt und die Zellen fiir weitere 44 h bei 37 °C

inkubiert.
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2.2.3.8.2 Transiente Transfektion von Ba/F3-Zellen mittels Elektroporation

Zur transienten Transfektion von Ba/F3-Zellen fiir Luziferase-Reporter-Assays (s. S. 60)
sowie Ebf-Zielgen-Studien wurden die Zellen 24 h vor der Transfektion mit frischem Medium
gefiittert. Unmittelbar vor der Transfektion wurden 1 x 107 Zellen/Transfektion sedimentiert,
dreimal mit RPMI 1640 (Gibco BRL) gewaschen, in 300 ul OptiMEM® (Gibco BRL)
aufgenommen und schlieBlich in eine FElektroporationskiivette (Brand) iiberfiihrt. Je
Transfektion wurden bis zu 20 ug der entsprechenden Plasmide hinzugegeben (siehe unten).
Die Elektroporation erfolgte in einem Elektroporationssystem (Gene Pulser® II, BioRad) bei
320 V und 975 uF. Transfizierte Zellen wurden anschlieBend sofort in 2 ml 37 °C warmes
Kulturmedium tiberfiihrt und fiir 48 h bei 37 °C inkubiert.

Je Transfektionsansatz wurden von den Vektoren pCMV-mock, pCMV-Ebf1, -Ebf1-Y412F,
-Ebf1-Y412D, -Ebf2, -Ebf3, -Ebf4 und -E47 jeweils 20 ng, von pBL-Lambda5-Luc bzw. dem
pBL-Leervektor 10 ug und dem pCMV-LacZ-Vektor 2 ug eingesetzt.

2.2.3.9 Herstellung von Retrovirus-verpackenden GP+E86-Zellen und

retrovirale Transduktion muriner Zellen

2.2.3.9.1 Herstellung von Retrovirus-verpackenden GP+E86-Zellen

Zur Herstellung Retrovirus-verpackender GP+E86-Zellen wurden zundchst HEK293T-Zellen
mittels PEI transfiziert (s. S. 63). Dies diente der Herstellung von Retroviren, basierend auf
dem Murine stem cell virus (MSCV). Hierzu wurden die Zellen mit 6 ug des Vektors MSCV-
mock-, -Ebf1-, -Ebf1-Y412F-, -Ebf2-, -Ebf3- oder -Ebf4-IRES-Gfp sowie 2 ug eines Helfer-
Plasmids transfiziert (s.S.47). Dieses Helfer-Plasmid triagt die fiir die Replikation und
Viruspartikelbildung erforderlichen gag-, pol- und env-Gene.

48 h nach der Transfektion wurde der Viruspartikel-haltige Zellkulturiiberstand der
HEK293T-Zellen durch einen Spritzenfilter steril filtriert (Millipore; 0,22 um) und auf die zu
etwa 20-30 % konfluent wachsende Zelllinie GP+E86 gegeben. Zur Erhohung der
Infektionseffizienz wurden des Weiteren 6 ug/ml Polybren (Sigma) auf die GP+E86-Zellen
gegeben. Dieser Vorgang wurde 4-6 x alle 8-12 h wiederholt.

Um einen mdglichst hohen Virustiter zu erreichen, wurden die infizierten GP+E86-Zellen,
basierend auf der Expression von Gfp, 2-3 x mittels Durchflusszytometrie sortiert (s. S. 69).
Sortierte Zellen wiesen nun eine genomische Integration des Gens von Interesse auf. Durch

das Vorhandensein der gag-, pol- und env-Gene des Moloney murine leukemia virus im
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Genom der GP+E86-Zellen werden Helfer-freie rekombinante Retroviren permanent in den
Zellkulturiiberstand abgegeben, welcher wiederum zur Transduktion muriner Zellen diente

(s. S. 65).

2.2.3.9.2 Retrovirale Transduktion muriner Zellen

Zur retroviralen Transduktion muriner Zellen (Fotale Leberzellen, 18-81) wurden 2 x 10° der
zu transduzierenden Zellen auf die in einer 10 cm-Kulturschale zu etwa 70 % konfluent
wachsenden GP+E86-Zellen gegeben (s.S. 64). Die Transduktion erfolgte in dem
Kulturmedium, das den zu transduzierenden Zellen angepasst war (s. S. 61 und S. 65), fiir
48 h unter Zugabe von 6 ug/ml Polybren (Sigma). Den Kokulturen mit fotalen Leberzellen
wurden des Weiteren 10 ng/ml IL-3, 5 ng/ml IL-6 und 10 ng/ml SCF (R&D Systems)
zugegeben.

Zur Transduktion fotaler Leberzellen wurden die GP+E86-Zellen 24 h vor Beginn der
Kokultur mittels y-Strahlung (2500 rad) in einer Bestrahlungsanlage (Gammacell 40; MDS
Nordion) bestrahlt.

Die Bestimmung der Transduktionsrate muriner Zellen erfolgte nach 48 h mittels
Durchflusszytometrie-basierter Analyse der Gfp-Expression am FACSCalibur™ Flow
Cytometer (BD Biosciences; s. S. 68). Transduzierte fotale Leberzellen wurden anschlieSend
fiir Analysen des in vitro- bzw. in vivo-B-Zell-Differenzierungs-Potentials verwendet (s. S. 66

und S. 67).

2.2.4 Mausanalysen

2.2.4.1 Mauskreuzungen

Zur Isolierung Ebfi-defizienter fotaler Leberzellen (s. S. 65) wurden EbfI-heterozygote Tiere
gekreuzt und am Tag 16,5 - 17,5 der Embryonalentwicklung (E16,5 - E17,5) die Embryonen
aus dem Muttertier prapariert. Die Genotypisierung EbfI-transgener Méuse erfolgte wie auf

S. 53 beschrieben.

2.2.4.2 Isolierung von Organen und Zellen aus der Maus

2.2.4.2.1 Isolierung fotaler Leberzellen aus Mausembryonen
Zur Isolierung fotaler Leberzellen aus EbfI-defizienten Mausembryonen (E16,5-E17,5)

wurde die fotale Leber als ganzes Organ isoliert. Um lymphatische Einzelzellen aus dem
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Gewebeverbund zu 16sen, wurde das Gewebe durch ein 70 wum Nylon-Sieb (BD GmbH)
gedriickt und in  Kulturmedium aufgenommen (RPMI 1640 (Gibco BRL);
10 % hitzeinaktiviertes FCS  (PAA  Laboratories); 5%  Penicillin/Streptomycin
(10.000 U/ml & 10.000 pug/ml; Gibco BRL)). Anschliefend wurden die fotalen Leberzellen
mittels Kokultivierung mit Retrovirus-verpackenden GP+E86-Zellen transduziert (s. S. 65)
und zu Analysen des in vitro- (s.S.66) und in vivo-B-Zell-Differenzierungs-Potentials

verwendet (s. S. 67).

2.2.4.2.2 Isolierung von murinen Knochenmarks- und Milzzellen

Zur Isolierung von Knochenmarks- und Milzzellen aus 3-24 Wochen alten Méusen wurden
Femur und Tibia der Hinterbeine sowie die Milz als ganzes Organ prépariert. Anschlie8end
wurden die Knochen angeschnitten und mittels einer Kaniile (0,4 x 20 mm, 27G x 3/4"",
GroBe 20; Braun) mit sterilem PBS oder zur Verwendung fiir Whitlock-Witte-Kulturen direkt
mit Kulturmedium gespiilt (s. S. 66). Zur Herstellung von Einzelzellsuspension wurde das
isolierte Knochenmark sowie die Milz schlieBlich durch ein 70 um Nylon-Sieb (BD GmbH)

gedriickt. Isolierte Milzzellen wurden in sterilem PBS aufgenommen.

2.2.4.2.3 Herstellung von Whitlock-Witte-Kulturen aus murinen
Knochenmarkszellen und Kokultivierung mit transduzierten fotalen Leberzellen
(in vitro-B-Zell-Differenzierung)

Die Herstellung so genannter Whitlock-Witte-Kulturen aus murinen Knochenmarkszellen
erfolgte in Anlehnung an Whitlock & Witte (1982). Hierbei handelt es sich um ein Langzeit-
B-Zell-Kultursystem, das zu Analysen des in vitro-B-Zell-Differenzierungs-Potentials
transduzierter Ebf1-defizienter fotaler Leberzellen diente.

Zur Etablierung eines stromalen Feeder-Layers wurden zundchst 13,5 x 10°
Knochenmarkszellen 4-24 Wochen alter CD45.1-Méuse (s. S. 49) je 10 cm-Kulturschale in
Kulturmedium (RPMI 1640 (Gibco BRL); 10 % hitzeinaktiviertes FCS (PAN Biotech); 5 x
10° M 2-Mercaptoethanol (Sigma)) aufgenommen und bei 37 °C inkubiert. Nach einer
Kultivierung der isolierten Knochenmarkszellen fiir 24 h erfolgte die Zugabe von 2 x 10°
transduzierten fotalen Leberzellen (CD45.2; s. S. 65), die zuvor mit sterilem PBS gewaschen
wurden. Durch die Kokultivierung der fotalen Leberzellen mit dem stromalen Feeder-Layer
wird die B-Zell-Differenzierung hdmatopoietischer Zellen ermoglicht. Die Analyse der in

vitro-B-Zell-Differenzierung erfolgte nach 10-14 Tagen mittels Fiarbung mit B-Zell-
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spezifischen FACS-Antikérpern am FACSCalibur™ Flow Cytometer (BD Biosciences;
s. S. 68). Wiahrend dieses Zeitraumes wurde alle 3-4 Tage ein partieller Medienwechsel
durchgefiihrt. Hierbei wurden abweichend von der von Whitlock & Witte beschriebenen
Methode bei jedem Medienwechsel 4 ml des Kulturmediums entfernt und durch 5 ml frisches

Kulturmedium ersetzt.

2.2.4.3 Hamatopoietische Rekonstitution von CD45.1-Miausen
Zur Analyse des in vivo-B-Zell-Differenzierungs-Potentials transduzierter EbfI-defizienter

fotaler Leberzellen wurden diese nach der Transduktion durch Kokultivierung mit GP+E86-

Zellen fiir 48 h (s. S. 65) in letal bestrahlte CD45.1-Maiuse injiziert (s. S. 67).

2.2.4.3.1 Bestrahlung von CD45.1-Miusen und intravenose Injektion

transduzierter fotaler Leberzellen

Als Empféngertiere fiir Transplantationen transduzierter EbfI-defizienter fotaler Leberzellen
dienten 8-12 Wochen alte CD45.1-Méuse (s. S. 49). 4-8 h vor der Injektion wurden die
Empfangertiere mittels y-Strahlung (820 rad) in einer Bestrahlungsanlage (Gammacell 40;
MDS Nordion) letal bestrahlt. Als Vorbereitung fiir die Injektion wurden transduzierte fotale
Leberzellen (s. S. 65) zunichst dreimal mit sterilem PBS gewaschen und schlieBlich 7,5 x 10°
Zellen in einem Gesamtvolumen von 300 ul sterilem PBS zusammen mit 2,5 x 10° CD45.1-
Kompetitor-Zellen in die Schwanzvene einer bestrahlten Maus injiziert. Zur Gewinnung der
Kompetitor-Zellen wurde unmittelbar vor der Transplantation Gesamt-Knochenmark aus 8-

12 Wochen alten CD45.1-M4iusen isoliert (s. S. 66).

2.2.4.3.2 Analyse rekonstituierter Miuse

4-6 Wochen nach der Rekonstitution bestrahlter Empféngertiere mit transduzierten EbfI-
defizienten fotalen Leberzellen (s. S. 67) wurde das in vivo-B-Zell-Differenzierungs-Potential
dieser Zellen analysiert. Hierzu wurde Gesamt-Knochenmark aus Femur und Tiba der
Hinterbeine der Empfangertiere isoliert (s. S. 66), mit B-Zell-spezifischen FACS-Antikorpern
gefirbt und schlieflich mittels Durchflusszytometrie am FACSCalibur'™ Flow Cytometer
(BD Biosciences) oder FACSAria' V1II (BD Biosciences) analysiert (s. S. 68).
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2.2.5 Durchflusszytometrie und Zellsortierung

2.2.5.1 Durchflusszytometrie

Fiir die Analyse von Zellen mittels Durchflusszytometrie wurden Einzelzellsuspensionen in
PBS hergestellt und bis zu 2 x 10" Zellen zunichst fiir 20 min mit einem Fc-Block-Antikérper
(CD16/CD32 (Fcy III/IT Rezeptor); BD Pharmingen) inkubiert, um unspezifische Bindungen
der Antikorper zu minimieren. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 20-30 min mit einer
Kombination aus APC-, eFluor®450-, FITC-, PE- und PerCP-Cy5.5-konjugierten bzw.
biotinylierten monoklonalen Antikdrpern gegen diverse Oberflichenmarker der Zellen
gefdrbt. Verwendete Konzentrationen sdmtlicher Antikdrper sind auf S. 44 aufgefiihrt.
AnschlieBend wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und zur Analyse in einem der
Zellzahl entsprechenden Volumen PBS aufgenommen. Um tote Zellen anzufirben, wurde
ggf. wenige Minuten vor der Analyse der Zellen am FACSCalibur'™ Flow Cytometer
(BD Biosciences) oder FACSAria'™MIII (BD Biosciences) 0,01 mg/ml Propidium-Todid
(Applichem) hinzugegeben. Die Aufnahme und Auswertung der Analysen erfolgte mithilfe
der Software-Programme ,.BD FACSDiva Software® (Becton Dickinson), ,,CELL Quest
Becton Dickinson* (Becton Dickinson) und ,,FlowJo 9.3“ (Tree Star Inc.).

Die Bestimmung der Transduktionsraten muriner Zellen (s. S. 65) erfolgte durch Analyse der
Gfp-Expression in diesen Zellen. Transduzierte fotale Leberzellen wurden zusétzlich durch
den anti-CD45.2-Antikorper geféarbt.

Zur Analyse der in vitro- (s. S. 66) und in vivo-B-Zell-Differenzierung (s. S. 67) wurden die
Zellen mit einer Kombination aus anti-B220, anti-CD19 und anti-CD45.2-Antikérpern
gefarbt.

2.2.5.2 Intrazelluléire Durchflusszytometrie

Der intrazellulire Nachweis von Ebfl-Y412 und Ebfl-Y(p)412 mittels der Erstantikdrper
anti-Ebf1-Y412, Klon 3G5, sowie anti-Ebfl-Y(p)412, Klon 1AS5 (Dr. E. Kremmer,
HMGU Miinchen), erfolgte mithilfe des ,,.BD Cytofix/Cytoperm™™ Fixation/Permeabilization
Kit* (Becton Dickinson) nach der Anleitung des Herstellers. Als Ausgangszellzahl wurden bis
zu 2 x 10° Zellen pro Firbung eingesetzt. Die Antikorper wurden wie auf S. 45 beschrieben
verdiinnt. Abweichend von den Herstellerangaben erfolgte die Fixierung/Permeabilisierung
der Zellen fiir 60 min und eine Inkubation mit dem Erst- sowie Zweitantikorper (F(ab")2 Anti-
Mouse IgG PE; eBioscience) bei RT. Gefarbte Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie
am FACSCalibur™ Flow Cytometer (BD Biosciences) analysiert. Die Auswertung erfolgte
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mithilfe der ,,CELL Quest Becton Dickinson“-Software. Prozentuale Unterschiede in der
Fluoreszenz-Intensitit zweier Zellpopulationen wurden hierbei durch Subtraktion der

Zellpopulation mit der geringeren Fluoreszenz-Intensitdt mithilfe dieser Software errechnet.

2.2.5.3 Zellsortierung

2.2.5.3.1 Isolierung von Hardy-B-Zell-Fraktionen

Zur Isolierung der verschiedenen B-Zell-Fraktionen nach Li, Hayakawa & Hardy (1993) aus
murinen wt-Knochenmarks- oder -Milzzellsuspensionen (s. S. 66) wurden bis zu 2 x 10’
Zellen dieser Organe in Einzelzellsuspension gebracht und mit einer Kombination
verschiedener B-Zell-Oberflichenmarker geférbt (s. S. 44). Fraktionen A - D wurden aus dem
Knochenmark isoliert, wihrend Fraktionen E und F aus der Milz gewonnen wurden. Zur
Isolierung der Fraktionen A - C wurden die Antikorper anti-B220-, anti-CD43-, anti-BP-1-
und anti-CD24 verwendet, zur Gewinnung der Fraktionen D-F hingegen eine Kombination
aus anti-B220-, anti-CD43-, anti-IgM- und anti-IgD-Antikérpern. Die jeweiligen B-Zell-
Fraktionen wurden direkt in PBS sortiert und anschlieBend fiir 6 min bei 160 x g sedimentiert.
Fiir Western Blot-Analysen wurden das Zellsediment in 40 ul Lysepuffer (50 mM Tris/HCI,
pH 8; 150 mM NaCl; 1% Nonidet™ P40 Substitute (Sigma)) aufgenommen und unter
Verwendung von Protease-Inhibitoren (Complete, Mini, EDTA-free Tabletten, Roche) sowie
Phosphatase-Inhibitoren (Phosphatase Inhibitor Cocktail Tabletten, Roche) fiir 40 min auf Eis
lysiert. So gewonnene Protein-Lysate wurden bis zum Auftragen auf ein denaturierendes
Polyacrylamid-Gel (s. S. 56) bei -20 °C gelagert. Die Analyse der B-Zell-Fraktionen mittels

intrazelluldrer Durchflusszytometrie erfolgte wie auf S. 68 beschrieben.

2.2.5.3.2 Anreicherung GFP-positiver Zellen zur Herstellung Retrovirus-
verpackender GP+E86-Zellen

Zur Erhohung des Virustiters wurden infizierte Retrovirus-verpackende GP+E86-Zellen
(s. S. 64), basierend auf der Expression von Gfp, 2 - 3 x mittels Durchflusszytometrie sortiert.
Hierzu wurden bei jeder Sortierung die Zellen mit der hochsten Gfp-Expression (etwa 10 %
der Zellpopulation) direkt in Kulturmedium (s. S. 61) sortiert, anschlieBend fiir 6 min bei

160 x g sedimentiert und schlieBlich in neuem Kulturmedium bei 37 °C kultiviert.
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2.2.6 Statistik

In Balkendiagrammen dargestellte Mittelwerte und deren Standardabweichungen wurden
mittels des Programms ,,Microsoft Excel 2004 berechnet. Signifikanzwerte (P) wurden bei
biologischen Triplikaten angegeben und mithilfe der Software ,,Analysis of Variance
(ANOVA) Calculator ermittelt (Scheffé, 1999; Soper, 2011). qRT-PCR-Analysen wurden je
Replikat als technisches Triplikat, Luziferase-Reporter-Assays als technisches Duplikat

gemessen.
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3. Ergebnisse

3.1. Regulation der B-Zell-Differenzierung anhand

posttranslationaler Modifikationen von Ebfl

3.1.1.Verifizierung der Ebf1-Y412-Phosphorylierung

3.1.1.1 Verifizierung der Ebfl-Y412-Phosphorylierung in HEK293T- und
18-81-Zellen mittels eines neu generierten Ebfl-Y(p)412-spezifischen

Antikorpers

Um die mittels Massenspektrometrie in HEK293T- und 18-81-Zellen identifizierte Ebfl-
Y412-Phosphorylierungsstelle (s. S.27) zu bestitigen sowie zu deren weitergehenden
Charakterisierung wurden von Dr. Elisabeth Kremmer (HMGU Miinchen) mithilfe des
synthetischen Peptids EALY(p)SVPRNHC monoklonale Antikérper in der Maus generiert,
welche spezifisch phosphoryliertes Ebfl-Y412 erkennen sollen (Abbildung 3.1A). Aus
Loslichkeitsgriinden sowie um die Préiferenz der Phosphoaminoséure hervorzuheben, wurde
der Peptidsequenz C-terminal ein Cystein angefiigt.

Die so generierten Antikorper wurden anschlieend beziiglich ihrer Phosphospezifitit
analysiert. Hierzu wurden Protein-Extrakte der Pré-B-Zelllinie 18-81, die endogen Ebf]
exprimiert, einer Behandlung mit der Phosphatase ,,Calf Intestinal Alkaline Phosphatase*
(CIP) unterzogen und anschlieBend unter Verwendung generierter Antikorper im Western
Blot analysiert (Abbildung 3.1B + C). Abbildung 3.1B zeigt eine Ubersicht iiber die
Phosphospezifitidt generierter funktioneller Antikdrper. Von insgesamt 30 analysierten
Antikorpern erwiesen sich 17 im Western Blot als funktionell. Davon erkannten 8 Antikorper
préaferenziell phosphoryliertes Ebfl-Y412 (Ebfl-Y(p)412) und 6 Antikdrper priferenziell
nicht phosphoryliertes Ebf1-Y412 (Ebfl-Y(n.p)412), wihrend 3 Antikorper keine Préferenz
zeigten (Ebfl-Y412). In Abbildung 3.1C dargestellt sind représentative Western Blot-
Analysen der CIP-behandelten Protein-Extrakte aus 18-81-Zellen unter Verwendung
ausgewahlter Antikorper. Die Phosphospezifitit wurde durch den Vergleich der Signalstirke
in CIP-behandelten und nicht behandelten Zellen bestimmt. Die erfolgreiche CIP-Behandlung
der Protein-Extrakte konnte anhand des verdanderten Laufverhaltens von Ebfl gezeigt werden.
Eine Phosphatase-Behandlung fiihrte hierbei zu einer geringeren molekularen Masse des

Ebfl.
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Abbildung 3.1: Verifizierung der Ebfl-Y412-Phosphorylierung mittels eines neu generierten
Ebf1-Y(p)412-spezifischen Antikorpers

A: Schematische Darstellung der Position der Peptidsequenz, die zur Generierung von Ebfl-Y(p)412-
spezifischen Antikorpern mittels des synthetischen Peptids EALY(p)SVPRNHC (Ebfl: Aminosiuren
409 - 418) verwendet wurde. B: Ubersicht iiber die Funktionalitit und Phosphospezifitit generierter
a-Ebfl-Antikorper. Hierzu wurden Protein-Extrakte aus 18-81-Zellen einer Phosphatase-Behandlung
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(CIP) unterzogen und anschlieBend mittels Western Blot analysiert (s. C). (p) = phosphoryliertes Ebfl-
Y412. (n.p) = nicht phosphoryliertes Ebfl-Y412. C: Reprisentative Western Blot-Analysen CIP-
behandelter Protein-Extrakte aus 18-81-Zellen unter Verwendung generierter a-Ebfl-Antikorper mit
unterschiedlicher Phosphospezifitit. Als Vergleich dienten nicht CIP-behandelte Protein-Extrakte. Als
Ladekontrolle wurde -Aktin verwendet. D: Reprisentative Western-Blot-Analysen CIP-behandelter
Protein-Extrakte aus transient mit pCMV-mock oder -EbfI transfizierten HEK293T-Zellen unter
Verwendung der Antikorper a-Ebfl-Y(p)412, Klon 1AS, und a-Ebfl-Y412, Klon 3GS5. Als Vergleich
dienten nicht CIP-behandelte Protein-Extrakte. Als Ladekontrolle wurde p-Aktin verwendet. E:
Intrazelluldrer Nachweis von Ebfl-Y(p)412 und Ebf1-Y412 in transient mit pCMV-EbfI transfizierten
HEK293T-Zellen mittels der Antikorper a-Ebfl-Y(p)412, Klon 1AS, und a-Ebfl-Y412, Klon 3GS.
Als Vergleich dienten nicht transfizierte HEK293T-Zellen. Als Negativkontrolle wurden ungeférbte
bzw. mit dem Zweitantikorper gefarbte Zellen verwendet. F: Prozentuale Zunahme der Fluoreszenz-
Intensitdt von Ebfl-Y(p)412- bzw. Ebfl-Y412 in mit pCMV-EbfI transfizierten HEK293T-Zellen im
Vergleich zu nicht transfizierten Zellen (s. E). n = 3. G: Western-Blot-Analyse CIP-behandelter
Protein-Extrakte aus transient mit pCMV-mock oder -Ebf1-S413A transfizierten HEK293T-Zellen
unter Verwendung der Antikdrper a-Ebfl-Y(p)412, Klon 1AS, und a-Ebfl-Y412, Klon 3G5. Als
Vergleich dienten nicht CIP-behandelte Protein-Extrakte. Als Ladekontrolle wurde [-Aktin
verwendet.

Der Antikorper a-Ebfl-Y(p)412, Klon 1AS, zeigte in diesem experimentellen System eine
deutliche Priferenz fiir Ebf1-Y(p)412, wéahrend der Antikorper a-Ebf1-Y(n.p)412, Klon 1B4,
praferenziell nicht phosphoryliertes Ebf1-Y412 erkannte. Der Antikorper a-Ebf1-Y412, Klon
3GS5, erkannte sowohl phosphoryliertes als auch nicht phosphoryliertes Ebfl-Y412. Als
Kontrolle wurde der a-Pan-Ebf-Antikorper verwendet (Kieslinger et al., 2010), der im N-
Terminus von Ebfl bindet und somit sowohl phosphoryliertes als auch nicht phosphoryliertes
Ebf1-Y412 erkannte.

Um die Spezifitit der Antikdrper a-Ebfl1-Y(p)412, Klon 1AS, und a-Ebfl-Y412, Klon 3GS5,
weitergehend zu bestdtigen, wurden diese unter Verwendung von HEK293T-Zellextrakten
mittels Western Blot (Abbildung 3.1D) wund intrazelluldirer —Durchflusszytometrie
(Abbildung 3.1E + F) analysiert. Laut Ergebnissen der Massenspektrometrie (s. S. 27) scheint
ektopisch in HEK293T-Zellen exprimiertes Ebfl konstitutiv phosphoryliert zu sein. Zur
Analyse der Bindung der Antikorper an phosphoryliertes Ebf1-Y412 wurden daher zundchst
HEK?293T-Zellen transient mit pCMV-EbfI transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden
Protein-Extrakte der transfizierten HEK293T-Zellen einer CIP-Behandlung unterzogen und
anschlieend unter Verwendung der Antikorper a-Ebfl-Y(p)412, Klon 1AS, und a-Ebfl-
Y412, Klon 3G5, im Western Blot analysiert (Abbildung 3.1D). Die Phosphospezifitit wurde
wie oben beschrieben durch den Vergleich der Signalstirke in CIP-behandelten und nicht
behandelten Zellen bestimmt. Erneut zeigte der Antikorper a-Ebf1-Y(p)412, Klon 1AS, eine
stark ausgeprégte Priaferenz fiir phosphoryliertes Ebf1-Y412, wiahrend der Antikdrper a-Ebfl-
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Y412, Klon 3GS5, sowohl phosphoryliertes als auch nicht phosphoryliertes Ebfl-Y412
erkannte.

Mittels intrazelluldrer Durchflusszytometrie transfizierter HEK293T-Zellen konnte gegeniiber
nicht transfizierten Zellen unter Verwendung des Antikorpers a-Ebfl-Y(p)412, Klon 1AS,
eine durchschnittlich etwa um 59 % gesteigerte Fluoreszenz-Intensitit von Ebfl-Y(p)412
beobachtet werden (Abbildung 3.1E + F). Unter Verwendung des Antikorpers o-Ebf1-Y412,
Klon 3GS5, hingegen konnte nur eine um durchschnittlich etwa 29 % erhohte Fluoreszenz-
Intensitit detektiert werden, wodurch die hohere Phosphospezifitit des Antikdrpers a-Ebfl-
Y(p)412, Klon 1AS5, weiter bestétigt wurde. Eine Verdnderung in der Fluoreszenz-Intensitét
von Ebf1-Y(p)412 bzw. Ebfl-Y412 wurde in dieser sowie in nachfolgenden intrazelluldren
Durchflusszytometrie-Analysen mithilfe der ,,CELL Quest Becton Dickinson®“-Software
bestimmt. Diese kalkuliert prozentuale Unterschiede in der Fluoreszenz-Intensitit zweier
Zellpopulationen durch Subtraktion der Zellpopulation mit der geringeren Fluoreszenz-
Intensitdt. Bedingt durch diese Kalkulation werden fiir die Zellpopulationen mit der
geringeren Fluoreszenz-Intensitit keine Standardabweichungen angegeben.

Zur weitergehenden Charakterisierung der generierten Antikorper a-Ebfl-Y(p)412, Klon 1A,
und a-Ebf1-Y412, Klon 3G5, wurde die Bindungsspezifitit dieser Antikorper an das Tyrosin
an Position 412 des Ebfl untersucht. In der Massenspektrometrie konnte in einem Durchlauf
eine Phosphorylierung des dem Ebfl-Y412 benachbarten Serins S413 in 18-81-Zellen
detektiert werden. Um auszuschlieBen, dass die Antikorper a-Ebfl-Y(p)412, Klon 1AS, und
a-Ebfl1-Y412, Klon 3GS5, an dieses Serin binden, wurde dieses mittels Punktmutagenese
durch Alanin substituiert und die Bindung der Antikorper an diese Ebfl-Mutante untersucht
(Ebf1-S413A). Die Aminosiure Alanin weist die groBte strukturelle Ahnlichkeit zu Serin auf,
kann jedoch nicht phosphoryliert werden. Zunéchst wurden HEK293T-Zellen transient mit
pCMV-S413A transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden Protein-Extrakte der
transfizierten Zellen einer CIP-Behandlung unterzogen und anschliefend unter Verwendung
der Antikdrper a-Ebfl-Y(p)412, Klon 1AS, und a-Ebfl1-Y412, Klon 3GS5, im Western Blot
analysiert (Abbildung 3.1G). Wie bei einer Spezifitit der Antikdrper fiir Ebf1-Y412 erwartet,
konnte trotz der Mutation des Ebf1-S413 in nicht behandelten Zellen unter Verwendung
beider Antikorper Ebf1 detektiert werden.

Nachdem die hohe Priferenz des Antikorpers a-Ebfl-Y(p)412, Klon 1AS, fiir Ebfl-Y(p)412
sowohl in HEK293T- als auch in 18-81-Zellen gezeigt und somit die Phosphorylierung des
Ebfl-Y412 in diesen Zellen verifiziert werden konnte, wurde dieser Antikdrper in

nachfolgenden Experimenten vereinfacht als phosphospezifisch bezeichnet und zur Analyse
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der Ebfl-Y412-Phosphorylierungsmenge verwendet, wihrend mittels des Antikdrpers o-
Ebf1-Y412, Klon 3GS5, die Gesamt-Ebf1-Menge der jeweiligen Zellen bestimmt wurde.

3.1.1.2 Verifizierung der Ebfl-Y412-Phosphorylierung mittels eines
Phosphotyrosin-spezifischen Antikorpers

Um die Phosphorylierung des Ebfl-Y412 weitergehend zu Dbestéitigen, wurde
immunprazipitiertes Ebfl aus der B-Zelllinie 18-81 unter der Verwendung eines
Phosphotyrosin-spezifischen Antikdrpers im Western Blot analysiert. Hierzu wurde zundchst
endogenes Ebfl-Y(p)412 bzw. Y412 aus 18-81-Zellen mithilfe des Antikorpers o-Ebfl-
Y412, Klon 3GS5, immunprézipitiert (Abbildung 3.2A, durchgefiihrt von Bettina Groll,
HMGU Miinchen).

A
Immunprézipitiertes Ebf1-Y(p)412
bzw. Y412 aus 18-81-Zellen
IP: a-Ebf1-Y412, Klon 3G5
Beads only- IP
Kontrolle
a-Pan-Ebf —m— .
Bettina Groll, HMGU Minchen
B N -
Immunprézipitiertes Ebf1-Y(p)412 Immunprézipitiertes Ebf1-Y(p)412
bzw. Y412 aus 18-81-Zellen bzw. Y412 aus 18-81-Zellen
IP: a-Ebf1-Y412, Klon 3G5 IP: a-Ebf1-Y412, Klon 3G5
CIP - + CIP - +
a-Phosphotyrosine,
KIc?n 4é1o® - — a-Pan-Ebf —m - p—
o-Aktin —— - . o a-Aktin —m— —

Abbildung 3.2: Verifizierung der Ebfl-Y412-Phosphorylierung mittels eines Phosphotyrosin-
spezifischen Antikorpers
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A: Western Blot-Analyse von immunprézipitiertem Ebfl-Y(p)412 bzw. -Y412 aus 18-81-Zellen unter
Verwendung des o-Pan-Ebf-Antikdrpers. Die Immunpréizipitation (IP) erfolgte mithilfe des
Antikorpers o-Ebfl-Y412, Klon 3G5. Als Negativkontrolle (Beads only-Kontrolle) wurde die
Immunprézipitation mit Protein G-Beads ohne Verwendung des Antikorpers a-Ebfl1-Y412, Klon 3GS5,
durchgefiihrt (Bettina Groll, HMGU Miinchen). B: Reprédsentative Western Blot-Analyse der
immunpréazipitierten Proteine (s. A) unter Verwendung des Antikdrpers a-Phosphotyrosin, Klon
4G10® (links), und des a-Pan-Ebf-Antikorpers (rechts). Als Ladekontrolle diente p-Aktin. CIP =
,»Calf Intestinal Alkaline Phosphatase

Erfolgreich immunprézipitierte Proteine wurden anschlieBend unter Verwendung des
Antikorpers a-Phosphotyrosin, Klon 4G10®, im Western Blot analysiert (Abbildung 3.2B,
links). Hierbei konnte ein Phosphotyrosin-Protein detektiert werden, das der molekularen
Masse von Ebfl entspricht. Um die Spezifitit der detektierten Bande weitergehend zu
bestdtigen, wurden die Extrakte CIP-behandelt. Das Vorhandensein von Gesamt-Ebfl in den
CIP-behandelten und unbehandelten Extrakten wurde mittels des o-Pan-Ebf-Antikorpers
bestdtigt (Abbildung 3.2B, rechts).

3.1.2 Ebf1-Y412 ist innerhalb der murinen Ebf-Proteinfamilie sowie in
verschiedenen Spezies konserviert

In vielen hoheren Spezies weisen Phosphorylierungsstellen generell eine hohere evolutionére
Konservierung auf als strukturell dhnliche nicht phosphorylierte Stellen desselben Proteins
(Gnad et al., 2010). Um die evolutiondre Konservierung des Ebfl-Y412 und umgebender
Peptidsequenzen innerhalb der Ebf-Proteinfamilie aus M. musculus sowie verschiedener
Spezies zu untersuchen, wurden deren Aminosiduresequenzen in diesem Bereich
miteinander verglichen (Abbildung 3.3). Hierdurch konnte eine Konservierung der
Phosphorylierungsstelle Ebfl-Y412 in allen dargestellten Spezies sowie ein hoher
Homologiegrad umgebender Peptidsequenzen gezeigt werden. Eine vollkommene
Ubereinstimmung der umgebenden Peptidsequenzen weisen die Proteine Ebfl und Ebf3 aus
M. musculus, Ebfl aus R. norvegicus und Ebfl aus H. sapiens auf, wihrend Ebf2 und Ebf4
aus M. musculus und das Ebf-Ortholog Collier aus D. melanogaster leichte Abweichungen in
den umgebenden Peptidsequenzen zeigen. Das synthetische Peptid, welches zur Generierung
Ebfl-Y(p)412-spezifischer Antikorper verwendet wurde, weist eine vollkommene
Ubereinstimmung zu der Peptidabfolge in den Proteinen Ebfl-3 aus M. musculus, Ebfl aus

R. norvegicus und Ebfl aus H. sapiens auf (Abbildung 3.3, fett gedruckt).
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Abbildung 3.3: Ebf1-Y412 ist innerhalb der murinen Ebf-Proteinfamilie sowie in verschiedenen
Spezies konserviert

Gezeigt ist eine vergleichende Darstellung von Ebfl-Y412 und umgebender Peptidsequenzen mit
Ebf2-4 aus M. musculus sowie Ebf-Proteinen verschiedener Verte- und Invertebraten. Eine 100 %ige
Ubereinstimmung einer jeweiligen Aminosiure innerhalb der verglichenen Sequenzen ist mithilfe
eines Sternes gekennzeichnet. Fett gedruckte Aminosduresequenzen entsprechen der Peptidsequenz,
die zur Generierung von Ebfl-Y(p)412-spezifischen Antikorpern mittels des synthetischen Peptids
EALY(p)SVPRNHC (Ebfl: Aminoséuren 409 - 418) verwendet wurde.

3.1.3 Analyse des Ebfl-Y412-Phosphorylierungsstatus wahrend der

murinen B-Zell-Differenzierung

3.1.3.1 Die Ebfl-Y412-Phosphorylierung konnte in  Gesamt-
Knochenmarkszellen, jedoch kaum in Gesamt-Milzzellen detektiert werden

Nachdem die mittels Massenspektrometrie identifizierte Ebfl1-Y412-Phosphorylierungsstelle
(s. S. 27) erfolgreich sowohl in HEK293T- als auch in 18-81-Zellen bestitigt werden konnte
(s. Abbildung 3.1 wund Abbildung 3.2), sollte die Ebfl-Y412-Phosphorylierung in
weiterfiilhrenden Versuchen ebenfalls in primdren murinen Zellen nachgewiesen werden.
Hierzu wurden zunidchst Gesamt-Knochenmarkszellen und Gesamt-Milzzellen aus wt-
Maiusen isoliert und mittels intrazelluldrer Durchflusszytometrie analysiert (Abbildung 3.4).

Gegeniiber  ZweitantikOrper-gefarbten ~ Zellen  konnte im  Gesamt-Knochenmark
(Abbildung 3.4A + C) unter Verwendung des phosphospezifischen Antikorpers o-Ebfl-
Y(p)412, Klon 1AS5, eine durchschnittlich um etwa 18 % gesteigerte Fluoreszenz-Intensitét
von Ebf1-Y(p)412 detektiert werden. Die Gesamt-Ebfl-Menge mit einer durchschnittlich um
etwa 52 % gesteigerten Fluoreszenz-Intensitit von Ebf1-Y412 wurde mithilfe des Antikorpers

a-Ebf1-Y412, Klon 3GS5, ermittelt.
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Abbildung 3.4: Analyse der Ebfl-Y412-Phosphorylierungsmenge in murinen Gesamt-
Knochenmarkszellen und Gesamt-Milzzellen

A + B: Intrazelluldrer Nachweis von Ebfl-Y(p)412 und Ebfl-Y412 in primdren Gesamt-
Knochenmarkszellen (A) und Gesamt-Milzzellen (B) mittels der Antikorper o-Ebfl-Y(p)412, Klon
1AS5 (Mitte), und a-Ebfl1-Y412, Klon 3G5 (rechts). Als Negativkontrolle wurden ungeféarbte bzw. mit
dem Zweitantikorper gefirbte Zellen verwendet. C + D: Prozentuale Zunahme der Fluoreszenz-
Intensitdt von Ebfl-Y(p)412 und Ebfl-Y412 in Gesamt-Knochenmarkszellen (C) und Gesamt-
Milzzellen (D) in M1 gegeniiber Zweitantikdrper-gefarbten Zellen (s. A+ B).n =2
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In Gesamt-Milzzellen (Abbildung 3.4B + D) hingegen konnte mithilfe des Antikorpers o-
Ebf1-Y412, Klon 3GS5, zwar Gesamt-Ebf1 detektiert werden (eine durchschnittlich um etwa
44 % gesteigerte Fluoreszenz-Intensitidt von Ebf1-Y412 gegeniiber Zweitantikorper-gefarbten
Zellen), die Zunahme der Fluoreszenz-Intensitit unter Verwendung des phosphospezifischen
Antikorpers a-Ebfl-Y(p)412, Klon 1AS, betrug jedoch durchschnittlich nur etwa 9 %.

In Milzzellen wurde zusétzlich eine zweite fluoreszierende Zellpopulation beobachtet, die
jedoch auch in Zweitantikorper-gefarbten Zellen detektiert werden konnte und somit
unspezifischer Natur zu sein scheint. Die Zunahme der Fluoreszenz-Intensitit von Ebf1-Y412
sowie EDbfl-Y(p)412 wurde lediglich anhand der Zellpopulation in M1 kalkuliert
(Abbildung 3.4B).

Bisherige Ergebnisse deuten daher darauf hin, dass die Phosphorylierung des Ebfl-Y412
hauptsdchlich im Knochenmark, jedoch kaum in den spdten B-Zell-Stadien in der Milz
erfolgt, was auf eine differentielle Regulierung dieser Phosphorylierung wihrend der B-Zell-

Differenzierung hinweisen konnte.

3.1.3.2 Die Ebfl-Y412-Phosphorylierung konnte in den Hardy-B-Zell-

Fraktionen A-E aus dem Knochenmark und der Milz detektiert werden

Nachdem eine Phosphorylierung von Ebfl-Y412 in Gesamt-Knochenmarkszellen und
schwach in Gesamt-Milzzellen detektiert werden konnte, sollte die Ebfl-Y412-
Phosphorylierung in weiterfilhrenden Versuchen ebenfalls in den verschiedenen B-Zell-
Fraktionen nachgewiesen werden.

Nach Li, Hayakawa & Hardy (1993) konnen B-Zellen anhand der differentiellen Expression
der Oberfldchenantigene B220, CD43, CD24, BP-1, IgM und IgD aus dem Knochenmark und
der Milz fraktioniert werden (schematisch dargestellt in Abbildung 3.5A). Die Isolierung der
Hardy-B-Zell-Fraktionen erfolgte mittels Durchflusszytometrie-basierter Zellsortierung.
Die Fraktionen A (B220°CD43"CD24 BP-1"), B (B220"CD43°CD24" BP-1"), C (B220'CD43"
CD24'BP-1") und D (B220°CD431gMIgD) wurden hierbei aus dem Knochenmark
(Abbildung 3.5B), die Fraktionen E (B220°CD43TgM'IgD™*"€¢) und F (B220°CD43"
IgM'IgD") aus der Milz isoliert (Abbildung 3.5C). Gezeigt sind reprisentative FACS-

Auswertungen.
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Abbildung 3.5: Hardy-B-Zell-Fraktionierung aus murinen Knochenmarks- und
Milzzellsuspensionen

A: Schematische Darstellung der B-Zell-Entwicklungsstadien, klassifiziert in Hardy-B-Zell-
Fraktionen (Fr. A-F), im Knochenmark und der Milz. Die Fraktionierung der Zellen erfolgte
basierend auf der differentiellen Expression der Oberflichen-Antigene B220, CD43, CD24, BP-1, IgM
und IgD (nach Hardy et al., 1991; Li, Hayakawa & Hardy, 1993; Cancro etal., 2001). HSC =
himatopoietische Stammzelle (hematopoietic stem cell); MPP = multipotenter Vorldufer (multipotent
progenitor); CLP = gemeinsamer lymphoider Vorlaufer (common Ilymphoid progenitor) B+ C:
Isolierung von Hardy-B-Zell-Fraktionen aus Knochenmarks- (B) oder Milzzellsuspensionen (C)
mittels Durchflusszytometrie-basierter Zellsortierung.
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Zur Uberpriifung der Reinheit sortierter Hardy-B-Zell-Fraktionen sowie zur Bestimmung der
Ebfl-Transkriptmenge wurden die in Abbildung 3.6B im Western Blot analysierten
Fraktionen zunéchst mittels quantitativer Realtime-PCR analysiert (Abbildung 3.6A).
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Abbildung 3.6: Die Ebfl-Y412-Phosphorylierung konnte in den Hardy-B-Zell-Fraktionen A-E
detektiert werden

A: Analyse der Ebf]1-Expression der in (B) analysierten Hardy-B-Zell-Fraktionen mittels quantitativer
Realtime-PCR. Als Referenzgen zum Zweck der Normalisierung diente -Aktin. Der Wert der Hardy-
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B-Zell-Fraktion A wurde gleich 1 gesetzt. B: Western Blot-Analyse der Ebfl-Y412-
Phosphorylierungsmenge in  sortierten Hardy-B-Zell-Fraktionen wunter Verwendung des
phosphospezifischen Antikorpers a-Ebfl-Y(p)412, Klon 1AS5 (links). Gesamt-Ebfl in den Fraktionen
A + B wurde mittels des Antikorpers a-Ebfl-Y412, Klon 3G5 (rechts), nachgewiesen. Fraktionen
A,B+D wurden aus murinem wt-Knochenmark, Fraktionen E +F aus der Milz isoliert. Als
Ladekontrolle diente p-Aktin. C: Analyse der Ebfl-Y412-Phosphorylierungsmenge in den sortierten
Hardy-B-Zell-Fraktionen A-D mittels intrazelluldrer Durchflusszytometrie unter Verwendung des
Antikorpers o-Ebfl-Y(p)412, Klon 1A5. Als Negativkontrolle wurden mit dem Zweitantikdrper
gefarbte Zellen verwendet. n =2 (Fraktion B), n = 1 (Fraktion A, C + D)

Wie bereits beschrieben (Roessler ef al., 2007), wies die Hardy-B-Zell-Fraktion A die
geringste Ebf1-Expression auf. Zellen der Fraktion B und C zeigten demgegeniiber eine
durchschnittlich etwa 8-fach bzw. 4-fach erhohte EbfI-Expression. Zellen der Fraktion D
wiesen mit einer etwa 19-fachen Erh6hung die hochste Ebf1-Expression aller Fraktionen auf.
Wihrend der fortschreitenden B-Zell-Differenzierung in die Fraktionen E und F konnte
hingegen wiederum eine Abnahme der Ebf7-Expression beobachtet werden.

Zur Analyse der Ebfl-Y412-Phosphorylierungsmenge in den Hardy-B-Zell-Fraktionen
wurden diese unter Verwendung des phosphospezifischen Antikorpers a-Ebf1-Y(p)412, Klon
1AS5, mittels Western Blot (Abbildung 3.6B) oder intrazelluldrer Durchflusszytometrie
(Abbildung 3.6C) untersucht. In den frithen B-Zell-Fraktionen A und B wurde zudem die
Gesamt-Ebf1-Menge unter Verwendung des Antikorpers o-Ebfl-Y(p)412, Klon 3GS, im
Western Blot analysiert (Abbildung 3.6B, rechts).

In Fraktion A konnte, entsprechend der geringen Ebfl-Transkriptmenge, im Western Blot
weder Gesamt-Ebfl  (Abbildung 3.6B, rechts) noch  phosphoryliertes  Ebfl-Y412
(Abbildung 3.6B, links) nachgewiesen werden. Eine erste durchflusszytometrische Analyse
zeigte jedoch gegeniiber mit dem Zweitantikorper gefirbten Zellen eine Zunahme der
Fluoreszenz-Intensitit um 17,9 % (Abbildung 3.6C).

Uber eine Phosphorylierung in den Zellen der Fraktion B, die im Vergleich zu Fraktion A
eine erhohte EbfI-Expression aufweisen (Abbildung 3.6A + B, rechts; Roessler et al., 2007),
konnte im Western Blot aufgrund der geringeren Lademenge, beurteilt anhand der -Aktin-
Menge, keine Aussage getroffen werden. In zwei unabhéngigen durchflusszytometrischen
Analysen hingegen konnte in Zellen der Fraktion B eine Zunahme der Ebfl-Y(p)412-
Fluoreszenz-Intensitit um durchschnittlich etwa 19 % (x2,7%) beobachtet werden
(Abbildung 3.6C).

Fraktion C konnte aufgrund der geringen Frequenz dieser Population im murinen
Knochenmark nicht im Western Blot analysiert werden (s. Abbildung 3.5). Eine erste
durchflusszytometrische Analyse zeigte jedoch eine Zunahme der Ebf1-Y(p)412-Fluoreszenz-
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Intensitdt um 36,7 % (Abbildung 3.6C). Allerdings war auch hier die Zellzahl fiir eine
aussagekriftige Analyse zu gering und muss in zukiinftigen Versuchen wiederholt werden.
Die erste Analyse der Fraktion D mittels intrazelluldrer Durchflusszytometrie zeigte eine
Zunahme der Ebfl-Y(p)412-Fluoreszenz-Intensitit um 19 % (Abbildung 3.6C). Im Western
Blot konnte ebenfalls eine Ebfl-Y12-Phosphorylierung in Fraktion D sowie in geringerem
MaB in Fraktion E detektiert werden (Abbildung 3.6B, links). In Fraktion F hingegen konnte,
obwohl in diesen Zellen im Vergleich zu Fraktion E eine hohere Ebfl-Transkriptmenge
nachgewiesen wurde (Abbildung 3.6A), keine Ebfl-Y412-Phosphorylierung detektiert
werden (Abbildung 3.6B, links).

Diese Ergebnisse miissen zukiinftig nochmals bestitigt werden, deuten jedoch auf eine
Phosphorylierung des Ebf1-Y412 in den B-Zell-Fraktionen A - D des Knochenmarks sowie in
der Fraktion E der Milz hin, wihrend in Fraktion F der Milz kein phosphoryliertes Ebf1-Y412

detektiert werden konnte.

3.1.4 Analysen zur Dbiologischen Funktion der Ebfl-Y412-
Phosphorylierung in der B-Zell-Differenzierung

3.1.4.1 Generierung der nicht phosphorylierbaren Mutante Ebfl-Y412F
und Herstellung Retrovirus-verpackender GP+E86-Zellen

Zur Untersuchung der biologischen und biochemischen Funktion der Ebfl-Y412-
Phosphorylierung wurde mittels Punktmutagenese das Tyrosin an Position 412 des Ebfl
durch  Phenylalanin  substituiert (Ebfl-Y412F; Abbildung 3.7A). Die Aminoséure
Phenylalanin weist die groBte strukturelle Ahnlichkeit zu Tyrosin auf, sodass die native
Struktur des Ebfl moglichst nicht beeinflusst werden sollte, kann jedoch im Gegensatz zu
Tyrosin nicht phosphoryliert werden.

Als Ausgangsplasmid fiir die Punktmutagenese diente das auf dem Murine stem cell virus
(MSCV) basierende MSCV-EbfI-IRES-Gfp, welches zusitzlich zu Ebfl {iiber eine
nachgeschaltete IRES-Kassette Gfp  koexprimiert. Verwendet wurden mutierte
Oligonukleotide, in denen das fiir Tyrosin kodierende Kodon (TAC) durch das Kodon fiir
Phenylalanin (TTC) substituiert wurde. Das auf diese Weise hergestellte Plasmid MSCV-
Ebf1-Y412F-IRES-Gfp diente anschlieBend der Generierung der Retrovirus-verpackenden
Zelllinie GP+E86 (Abbildung 3.7B).
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Abbildung 3.7: Generierung der Ebfl-Mutante Ebfl-Y412F und Herstellung Retrovirus-
verpackender GP+E86-Zellen

A: Schematische Darstellung der nicht phosphorylierbaren Mutante Ebfl-Y412. Mittels
Punktmutagenese wurde das Tyrosin an Position 412 des Ebfl durch Phenylalanin substituiert,
welches nicht phosphoryliert (P) werden kann. B: Schematische Darstellung der Herstellung
Retrovirus-verpackender GP+E86-Zellen. Zundchst wurden HEK293T-Zellen mit MSCV-mock-,

84



Ergebnisse

-Ebf1- oder -Ebf1-Y412F-IRES-Gfp sowie einem viralen Helfer-Plasmid transient transfiziert. Der
Viruspartikel-haltige Zellkulturiiberstand der HEK293T-Zellen wurde anschlieend zur Infektion von
GP+E86-Zellen verwendet. Infizierte GP+E86-Zellen wurden, basierend auf der Expression von Gfp,
2-3 x mittels Durchflusszytometrie sortiert. C: Représentative durchflusszytometrische Analyse der
Transduktionsraten, gemessen anhand der Gfp-Expression, von 18-81-Zellen nach 48-stiindiger
Kokultivierung mit Retrovirus-verpackenden GP+E86-Zellen. D: Reprisentative Western Blot-
Analyse der Ebf-Proteinmenge in transduzierten 18-81-Zellen (s. C) unter Verwendung des o-Pan-
Ebf-Antikorpers. Als Vergleich dienten mock-transduzierte Zellen. Als Ladekontrolle wurde 3-Aktin
verwendet.

Zur Herstellung von Retroviren wurden zundchst HEK293T-Zellen transient mit MSCV-
Ebf1-Y412F-IRES-Gfp sowie einem viralen Helfer-Plasmid transfiziert, welches die fiir die
Replikation und Viruspartikelbildung erforderlichen gag-, pol- und env-Gene tragt. Dieser
Schritt dient der Erzeugung eines hohen Virustiters der Retroviren im Uberstand der
amphotropen HEK293T-Zellen (Persons ef al., 1998). Zur Herstellung einer Negativ- bzw.
Positivkontrolle fiir nachfolgende Versuche wurden HEK293T-Zellen mit MSCV-mock-
IRES-Gfp bzw. MSCV-EbfI-IRES-Gfp transfiziert.

Der Viruspartikel-haltige Uberstand der transfizierten HEK293T-Zellen wurde anschlieend
zur Infektion der ekotropen Zelllinie GP+E86 (Markowitz et al., 1988) verwendet. Um einen
moglichst hohen Virustiter zu erzielen, wurden infizierte GP+E86-Zellen, basierend auf der
Gfp-Expression, 2-3 x mittels Durchflusszytometrie sortiert. Sortierte Zellen weisen nun eine
genomische Integration des Gens von Interesse auf. Durch das Vorhandensein der gag-, pol-
und env-Gene des Moloney murine leukemia virus im Genom der GP+E86-Zellen (Markowitz
et al, 1988) werden Helfer-freie rekombinante Retroviren permanent in den
Zellkulturiiberstand abgegeben, der in nachfolgenden Versuchen zur Transduktion muriner
Zellen diente.

Die Funktionalitit generierter Retrovirus-verpackender GP+E86-Zellen wurde anschlieSend
mittels einer Transduktion der Pra-B-Zelllinie 18-81 {iberpriift. Hierzu wurden 18-81-Zellen
fiir 48 h mit den GP+E86-Zellen kokultiviert. AnschlieBend erfolgte die Bestimmung der
Transduktionsraten mittels durchflusszytometrischer Analyse der Gfp-Expression in den 18-
81-Zellen (Abbildung 3.7C). Durch die Kokultivierung mit den verschiedenen GP+E86-
Zellen konnten Transduktionsraten der 18-81-Zellen zwischen etwa 53 - 95 % beobachtet
werden. Zur Bestimmung der Ebf-Uberexpression wurden Protein-Extrakte transduzierter
Zellen unter Verwendung des o-Pan-Ebf-Antikorpers im Western Blot analysiert
(Abbildung 3.7D). Wihrend in Protein-Extrakten aus mit MSCV-mock-IRES-Gfp

transduzierten Zellen wie erwartet lediglich eine schwache Bande detektiert werden konnte,
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die vermutlich endogenem EDbf1 entspricht, zeigten mit MSCV-EbfI-IRES-Gfp und MSCV-
Ebf1-Y412F-IRES-Gfp transduzierte Zellen eine deutliche Ebf-Uberexpression.
Die erfolgreich generierten Retrovirus-verpackenden GP+E86-Zellen wurden nachfolgend fiir

Versuche zur in vitro- und in vivo-B-Zell-Differenzierung verwendet.

3.1.4.2 EbfI-Y412F-transduzierte fotale Leberzellen aus EbfI-defizienten
Mausen zeigen einen Defekt in der in vitro-B-Zell-Differenzierung

In Ebfl-defizienten Maiusen ist die B-Zell-Differenzierung im Pra-Pro-B-Zell-Stadium
arretiert (Lin & Grosschedl, 1995). Pongubala et al (2008) konnten zeigen, dass eine
ektopische Ebf1-Expression in himatopoietischen Vorlduferzellen aus der fotalen Leber Ebf1-
defizienter Méuse die B-Zell-Differenzierung wiederherstellt. Dieses System ist daher gut
geeignet, um fiir die B-Zell-Differenzierung essentielle Bereiche des Ebfl-Proteins zu
identifizieren.

Um die Relevanz der Ebfl1-Y412-Phosphorylierung fiir die biologische Funktion des Ebfl in
der B-Zell-Differenzierung zu untersuchen, wurde im Folgenden das in vitro-B-Zell-
Differenzierungs-Potential ~EbfI-Y412F-transduzierter fotaler Leberzellen aus EbfI-
defizienten Mdusen analysiert (s. Abbildung 3.9). Hierzu wurden fotale Leberzellen (CD45.2)
aus Ebfl-defizienten Mausembryonen (E16,5-E17,5) isoliert und durch 48-stiindige
Kokultivierung mit Retrovirus-verpackenden GP+E86-Zellen fiir MSCV-mock-, -EbfI- und -
Ebf1-Y412F-IRES-Gfp (s. Abbildung 3.7) unter Zugabe von IL-3, IL-6 und SCF transduziert
(Abbildung 3.8A). Im Anschluss an die retrovirale Transduktion wurden die
Transduktionsraten fotaler Leberzellen anhand der Gfp-Expression bestimmt. Durch die
Kokultivierung der Zellen mit den verschiedenen GP+E86-Zellen konnten vergleichbare
Transduktionsraten von durchschnittlich etwa 18 -23 % beobachtet werden (Abbildung
3.8C + D).

Im Anschluss an die zweitdgige retrovirale Transduktion der fotalen Leberzellen wurden
diese mit Whitlock-Witte-Zellen (CD45.1) kokultiviert (Abbildung 3.8A). Bei diesem von
Whitlock & Witte (1982) etablierten System handelt es sich um ein Langzeit-Zellkultur-
System, welches die B-Zell-Differenzierung unterstiitzt. Hierzu wurden zunédchst zur
Generierung eines stromalen Feeder-Layers Knochenmarkszellen aus CD45.1-Midusen

isoliert. Durch eine Kokultivierung transduzierter fotaler Leberzellen mit dem stromalen
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Feeder-Layer sowie den isolierten primiren Zellen des Knochenmarks wird die in vitro-B-

Zell-Differenzierung der hamatopoietischen Zellen der fotalen Leber ermdglicht.
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Abbildung 3.8: Retrovirale Transduktion FEbf]I-defizienter fotaler Leberzellen
Kokultivierung mit Whitlock-Witte-Zellen

und
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A: Schematische Darstellung des experimentellen Systems zur Untersuchung der in vitro-B-Zell-
Differenzierung. Fotale Leberzellen (CD45.2) aus EbfI-defizienten Mausembryonen (E16,5 - E17,5)
wurden durch eine zweitdgige Kokultivierung mit Retrovirus-verpackenden GP+E86-Zellen
transduziert. Nach der Bestimmung der Transduktionsraten (s. B + C) wurden die fotalen Leberzellen
fiir 10-14 d mit Whitlock-Witte-Zellen (CD45.1) kokultiviert. AnschlieBend erfolgte die Analyse der
in vitro-B-Zell-Differenzierung mittels Durchflusszytometrie. B: Exemplarische Darstellung des
Gating-Schemas zur durchflusszytometrischen Analyse der Transduktionsraten fotaler Leberzellen
(FSC/SSC, (CD45.2"; s.C+D). C:Reprisentative durchflusszytometrische ~Analyse der
Transduktionsraten, gemessen anhand der Gfp-Expression, fotaler Leberzellen nach 48-stiindiger
Kokultivierung mit Retrovirus-verpackenden GP+E86-Zellen. D: Transduktionsraten fGtaler
Leberzellen (s. C). n = 3.

Die in vitro-B-Zell-Differenzierung wurde nach 10-14 d anhand der CD/9-Expression der
transduzierten fotalen Leberzellen am Durchflusszytometer analysiert (Abbildung 3.9). Bei
CD19 handelt es sich um ein Oberflichenantigen, das vom Pro-B-Zellstadium (Fraktion B) an
wiahrend der gesamten B-Zell-Differenzierung exprimiert wird (Rolink ez al., 1993a, 1994a,
1994b & 1996; Chen etal., 1994). Die Verwendung des CD45.1/CD45.2-Systems
ermoglichte hierbei die Unterscheidung CD19-positiver Zellen, die durch Differenzierung
fotaler Leberzellen entstanden sind, von solchen, die sich aus den Knochenmarkszellen der
CD45.1-Méuse entwickelt haben.

Wie von Pongubala et al. (2008) bereits beschrieben, konnte durch eine ektopische EbfI-
Expression in Ebf1-defizienten fotalen Leberzellen die B-Zell-Differenzierung dieser Zellen
wiederhergestellt werden (durchschnittlich etwa 63 % CDI19-positive transduzierte fotale
Leberzellen). Hingegen fiihrte eine ektopische Expression von EbfI-Y412F nicht zu einem
signifikant erh6hten Anteil CD19-positiver Zellen (durchschnittlich etwa 10 % CD19-positive
Zellen) gegeniiber mock-transduzierten Zellen, die wie erwartet einen Arrest in der B-Zell-

Differenzierung zeigten (durchschnittlich etwa 8 % CD19-positive Zellen).
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Abbildung 3.9: EbfI-Y412-transduzierte fotale Leberzellen aus EbfI-defizienten Miusen zeigen
einen Defekt in der in vitro-B-Zell-Differenzierung

A: Exemplarische Darstellung des Gating-Schemas zur durchflusszytometrischen Analyse
transduzierter fOtaler Leberzellen (FSC/SSC,PI'CD45.2+GFP+; s.B+C). B: Reprisentative
durchflusszytometrische Analyse der in vitro-B-Zell-Differenzierung, gemessen anhand der CDI9-
Expression, transduzierter fotaler Leberzellen (FSC/SSC,PI'CD45.2"GFP") nach der Kokultivierung
mit Whitlock-Witte-Zellen (13 d). C: Prozentualer Anteil CD19-positiver Zellen an transduzierten
fotalen Leberzellen (s. B). n.s. = nicht signifikant (P > 0,05). n =3
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3.1.4.3 EbfI-Y412F-transduzierte fotale Leberzellen aus EbfI-defizienten

Mausen zeigen einen Defekt in der in vivo-B-Zell-Differenzierung

Nachdem Ebf1-Y412F-transduzierte fotale Leberzellen aus EbfI-defizienten Mausen einen
Defekt in der in vitro-B-Zell-Differenzierung zeigten, wurde im Folgenden das Potential
dieser Zellen zur in vivo-B-Zell-Differenzierung analysiert. Es konnte bereits gezeigt werden,
dass Ebfl-defiziente fotale Leberzellen das himatopoietische System, mit Ausnahme von B-
Zellen, letal bestrahlter Mause rekonstituieren kOnnen, wenn sie zusammen mit wt-
Knochenmarkszellen transplantiert werden (Pongubala et al., 2008).

Zur Analyse des in vivo-B-Zell-Differenzierungs-Potentials wurden fotale Leberzellen
(CD45.2) aus Ebfl-defizienten Mausembryonen (E16,5-E17,5) mittels 48-stiindiger
Kokultivierung mit Retrovirus-verpackenden GP+E86-Zellen fiir MSCV-mock-, -EbfI- und
Ebf1-Y412F-IRES-Gfp unter Zugabe von IL-3, IL-6 und SCF transduziert (Abbildung
3.10A). Im Anschluss an die retrovirale Transduktion wurden zunéchst, wie in Abbildung 3.8
gezeigt, die Transduktionsraten fotaler Leberzellen anhand der Gfp-Expression bestimmt,
diese dann im Verhiltnis 3:1 mit Knochenmarkszellen 8-12 Wochen alter CD45.1-Méiuse
vermischt und in die Schwanzvene letal bestrahlter (820 rad) CDA45.1-Mdiuse injiziert
(Abbildung 3.10A). 4-6 Wochen nach der Rekonstitution der Méuse wurde die in vivo-B-Zell-
Differenzierung transduzierter fotaler Leberzellen durch Analyse des Knochenmarks
rekonstituierter Tiere bestimmt. Hierzu wurde der Anteil B220- bzw. CDI19-positiver
transduzierter fOtaler Leberzellen mittels Durchflusszytometrie ermittelt (Abbidung
3.10C + D). Das Oberflichenantigen B220 wird im Gegensatz zu CD19 bereits ab dem Pra-
Pro-B-Zellstadium (Fraktion A) an wihrend der gesamten B-Zell-Differenzierung exprimiert
(Coffman, 1982; Hardy etal, 1991). Die Verwendung des CD45.1/CD45.2-Systems
ermOglicht hierbei die Unterscheidung B220- bzw. CDI19-positiver Zellen, die durch
Differenzierung fotaler Leberzellen entstanden sind, von solchen, die sich aus nach der
Bestrahlung residualen Knochenmarkszellen der CD45.1-Méuse oder kotransplantierten
Knochenmarkszellen entwickelt haben.

Durch eine ektopische Ebf1-Expression in Ebf1-defizienten fotalen Leberzellen konnte die B-
Zell-Differenzierung in vivo wiederhergestellt werden (durchschnittlich etwa 87 % B220-
positive Zellen und 93 % CD19-positive Zellen), wiahrend mock-transduzierte Zellen wie
erwartet nicht in die Hardy-B-Zell-Fraktion B differenzierten (durchschnittlich etwa 8 %
B220-positive Zellen und 3 % CD19-positive Zellen). Eine ektopische Expression von EbfI-
Y412F hingegen fiihrte zwar zu einem signifikant erhohten Anteil B220-positiver
(durchschnittlich etwa 25 %) und CDI19-positiver Zellen (durchschnittlich etwa 19 %)
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gegeniiber mock-transduzierten Zellen, die B-Zell-Differenzierung gegeniiber EbfI-

transduzierten Zellen war jedoch durchschnittlich um etwa 75 % reduziert.
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Abbildung 3.10: Ebf1-Y412-transduzierte fotale Leberzellen aus EbfI-defizienten Miusen zeigen
einen Defekt in der in vivo-B-Zell-Differenzierung

A: Schematische Darstellung des experimentellen Systems zur Untersuchung der in vivo-B-Zell-
Differenzierung. Fotale Leberzellen (CD45.2) aus EbfI-defizienten Mausembryonen (E16,5 - E17,5)
wurden mittels einer zweitdgigen Kokultivierung mit Retrovirus-verpackenden GP+E86-Zellen
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transduziert. Nach der Bestimmung der Transduktionsraten (s. Abbildung 3.8) wurden die fotalen
Leberzellen in letal bestrahlte wt-Méuse (CD45.1) transplantiert. Zur Bestimmung des in vivo-B-Zell-
Differenzierungs-Potentials der transplantierten Zellen wurde 4 - 6 w nach der Transplantation das
Knochenmark der Empfiangertiere mittels Durchflusszytometrie analysiert. B: Exemplarische
Darstellung des Gating-Schemas zur durchflusszytometrischen Analyse transduzierter fotaler
Leberzellen (FSC/SSC,PI'CD45.2+GFP+; s. C+D) aus dem Knochenmark rekonstituierter Méuse.
C: Reprisentative durchflusszytometrische Analyse der in vivo-B-Zell-Differenzierung, gemessen
anhand der B220- und CDI9-Expression, transduzierter fotaler Leberzellen (FSC/SSC,PI
CD45.2°GFP") 6 w nach der Transplantation. D: Prozentualer Anteil B220-positiver (oben) und
CD19-positiver (unten) Zellen an transduzierten fotalen Leberzellen (s. C). n =3

3.1.5 Analysen zur biochemischen Funktion der Ebfl-Y412-
Phosphorylierung

3.1.5.1 Ebf1-Y412F ist im Nukleus von HEK293T-Zellen lokalisiert

Um auszuschlieBen, dass die Substitution des Ebfl-Y412 durch Phenylalanin zu einer
verdanderten subzelluliren Lokalisation des nukledren Transkriptionsfaktors durch
beispielsweise Konformationsinderung oder Zerstérung eines nukledren Lokalisationssignals
fiihrt, wurden HEK293T-Zellen transient mit pcDNA3.1-Flag-Ebf1-Y412F transfiziert. 48 h
nach der Transfektion wurden aus diesen Zellen die zytoplasmatische sowie die nukledre
Fraktion extrahiert und mittels des a-Pan-Ebf-Antikérpers im Western Blot analysiert. Als
Negativkontrolle wurden Zellen mit dem Leervektor (mock), als Positivkontrolle mit wt-Ebf7
transfiziert. Abbildung 3.11 zeigt, dem wt-Ebf1 entsprechend, die iiberwiegende Lokalisation
von Ebf1-Y412F in der Kernfraktion transfizierter Zellen, womit eine verdnderte subzelluldre

Lokalisation des mutierten Transkriptionsfaktors ausgeschlossen werden konnte.

HEK293T

mock Ebf1 Ebf1-Y412F

ZF NF ZF NF ZF NF

a-Pan-Ebf —m= - - - -

a-Aktin  —m= o D S SN =g

Abbildung 3.11: Der mutierte Transkriptionsfaktor Ebfl1-Y412F ist im Nukleus von HEK293T-
Zellen lokalisiert

Reprisentative Western Blot-Analyse der subzelluldren Lokalisation von Ebfl-Y412F. Aus transient
mit pcDNA3.1-Flag-mock, -Ebf1 oder Ebf1-Y412F transfizierten HEK293T-Zellen wurden 48 h nach
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der Transfektion zytoplasmatische (ZF) und nukledre Fraktionen (NF) extrahiert und unter
Verwendung des a-Pan-Ebf-Antikérpers im Western Blot analysiert. Als Ladekontrolle diente (-
Aktin.

3.1.5.2 Ebf1-Y412F bindet an die Ebf1-Bindestelle des Mb-1-Promotors
Zur Untersuchung der Bindungsaktivitit der Ebfl-Mutante Ebfl-Y412F wurden

Gelretardierungs-Experimente  durchgefiihrt. Da eine Bindung von Ebfl an die
Nukleotidsequenz 5'-CAAGGGAAT-3" im Mb-I-Promotor bereits gezeigt werden konnte
(Hagman et al. 1991; Feldhaus e al., 1992), wurde ein durch **P-alpha-dCTP radioaktiv
markiertes Oligonukleotid dieser Bindestelle verwendet. In die Bindereaktion wurden
zundchst Zelllysate transfizierter HEK293T-Zellen eingesetzt (Abbildung 3.12A, links).
HEK293T-Zellen wurden hierzu transient mit pcDNA3.1-Flag-basierten
Expressionsplasmiden transfiziert. Als Negativkontrolle wurde der Leervektor verwendet.
Eine erfolgreiche Expression der Proteine wurde mittels Western Blot-Analysen unter
Verwendung des a-Pan-Ebf-Antikorpers bestétigt (Abbildung 3.12B, links).

Die Gelretardierung der HEK293T-Lysate =zeigte eine dem wt-Ebfl vergleichbare
Bindeaktivitit von Ebfl-Y412F an die Ebfl-Bindestelle des Mb-I-Promotors. Der Nachweis
der Bindungsspezifitit erfolgte mittels Kompetition durch ein nicht radioaktiv markiertes
Oligonukleotid sowie durch Zugabe eines a-Flag-Antikorpers. Durch die spezifische Bindung
dieses Antikorpers an den Ebf-Flag:iDNA-Komplex konnte das Laufverhalten dieses
Komplexes im nativen Gel verlangsamt werden (Supershift).

Zur weiteren Bestitigung der Bindung von Ebfl-Y412F an die Ebfl-Bindestelle des Mb-1-
Promotors wurde die Gelretardierung ebenfalls mit in vitro-translatierten Proteinen aus
Retikulozyten-Lysaten durchgefiihrt (Abbildung 3.12A, rechts). Die in vitro-Translation
erfolgte mithilfe pBS-basierter Expressionsplasmide. Als Negativkontrolle wurde wiederum
der Leervektor verwendet. Die erfolgreiche in vitro-Translation der Proteine wurde mittels
Western-Blot-Analyse  unter  Verwendung des  oa-Pan-Ebf-Antikorpers  bestétigt
(Abbildung 3.12B, rechts).

Die Gelretardierung der Retikulozyten-Extrakte zeigte ebenfalls eine dem wt-Ebfl
vergleichbare Bindeaktivitdt von Ebf1-Y412F an die Ebfl-Bindestelle des Mb-/-Promotors.
Der Nachweis der Bindungsspezifitit erfolgte mittels Kompetition durch ein nicht radioaktiv

markiertes Oligonukleotid.
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Abbildung 3.12: Ebf1-Y412F bindet an die Ebfl-Bindestelle des Mb-1-Promotors

A: Représentative Gelretardierungen von Zelllysaten aus transient mit pcDNA3.1-Flag-mock, -Ebf1
oder Ebf1-Y412 transfizierten HEK293T-Zellen (links) oder mittels pBS-mock, -Ebf1 oder EbfI-
Y412F in vitro-translatierten Proteinen aus Retikulozyten-Lysaten (rechts). Mb-1 **P-alpha-dCTP:
radioaktiv markiertes Oligonukleotid. Mb-I: nicht radioaktiv markiertes Oligonukleotid. Durch
Zugabe eines o-Flag-Antikdrpers wurde ein Supershift des Ebf:DNA-Komplexes erzielt (links).
B: Western Blot-Analyse der in A verwendeten Lysate aus HEK293T-Zellen (links) und in vitro-
translatierten Proteine (rechts) unter Verwendung des a-Pan-Ebf-Antikorpers. Als Ladekontrolle fiir

HEK293T-Lysate wurde -Aktin verwendet.
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3.1.5.3 Die Fiahigkeit zur Ebfl-induzierten Transaktivierung des Lambda5-

Promotors wird durch Modifikationen der Aminosaure Y412 beeinflusst

Um zu untersuchen, ob das Transaktivierungspotential von Ebfl durch Modifikationen der
Aminosédure Y412 beeinflusst wird, wurden Luziferase-Reporter-Assays durchgefiihrt.

Fir den Lambda5-Promotor wurde bereits eine Ebfl-induzierte Aktivitdt in Ba/F3-Zellen
beschrieben, welche durch eine Koexpression von E24 zusitzlich erhdht wird (Sigvardsson et
al., 1997). Die murine Pro-B-Zelllinie Ba/F3 ist besonders fiir den Luziferase-Reporter-Assay
geeignet, da sie keine Expression von E47 (Murre et al., 1991; Shen & Kadesch, 1995) und
nur eine geringe EbfI1-Expression aufweist (s. Abbildung 3.15).

Daher wurden Ba/F3-Zellen in der vorliegenden Arbeit transient mit pCMV-basierten
Expressionsplasmiden fiir Ebfl-Proteine mit unterschiedlichen Modifikationen der
Aminosdure Y412 und ggf. die E24-Spleillvariante E47 sowie dem Reporter-Konstrukt pBL-
Lambda5-Luc (Sigvardsson et al., 1997) transfiziert. Dieses Reporter-Plasmid enthilt sowohl
Ebf- als auch E2A-Bindestellen und exprimiert Ebf- und E2A-abhingig das Luziferase-
Reportergen unter Kontrolle des Lambda5-Promotors (Abbildung 3.13A). Als
Negativkontrolle wurde der Leervektor pBL-Luc verwendet. Zur Normalisierung der
Luziferase-Aktivitit wurden die Ba/F3-Zellen zusitzlich mit dem pCMV-basierten
Expressionsplasmid fiir LacZ transfiziert.

Dargestellt in Abbildung 3.13B ist die relative Induktion des Lambda5-Promotors durch Ebf1,
Ebfl1-Y412F und Ebfl-Y412D, gemessen anhand der Luziferase-Aktivitit 48 h nach der
Transfektion. Bei Ebf1-Y412D handelt es sich um eine aktivierende Ebfl-Mutante, bei der
eine Phosphorylierung der Aminosidure Y412 durch die Substitution von Tyrosin durch
Asparaginsdure imitiert wird. Durch eine Transfektion der Ba/F3-Zellen mit EbfI konnte
durchschnittlich eine 5,3-fache Aktivierung des Lambda5-Promotors beobachtet werden,
wihrend die Fahigkeit zur Transaktivierung durch die nicht phosphorylierbare Ebfl1-Mutante
Ebfl1-Y412F gegeniiber wt-Ebfl durchschnittlich um etwa 28 % reduziert war (3,8-fache
Aktivierung). Durch die Expression der aktivierenden Ebfl-Mutante Ebf7-Y412D konnte
wiederum eine dem wt-Ebfl entsprechende Transaktivierung des Lambda5-Promotors
beobachtet werden (durchschnittlich etwa 6-fache Induktion).

Abbildung 3.13C zeigt die kombinierte Expression der Ebf-Proteine und E2A. Hierbei konnte
durch eine Kotransfektion der Ba/F3-Zellen mit Ebf] und E24 durchschnittlich eine etwa
17,2-fache Induktion des Lambda5-Promotors beobachtet werden. Diese Induktion wurde
durch Modifikationen der Aminosdure Y412 nicht signifikant beeinflusst. Wie bereits gezeigt

werden konnte (Sigvardsson et al., 1997), fiihrte die Expression von £24 in Abwesenheit von
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Ebf-Proteinen zu keiner signifikanten Induktion des Lambda5-Promotors (Abbildung 3.13D).
Bisherige Ergebnisse deuten daher darauf hin, dass Modifikationen der Aminosdure Y412 des
EDbf1 nicht die synergistische Transaktivierung des Lambda5-Promotors durch Ebfl und E2A

beeinflussen.
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Abbildung 3.13: Modifikationen der Aminosiure Y412 beeinflussen die Ebfl-induzierte
Transaktivierung des Lambda5-Promotors

A: Schematische Darstellung zur Durchfiihrung des Luziferase-Reporter-Assays unter Verwendung
von pCMV-basierten Expressionsplasmiden fiir diverse Ebf-Proteine und E2A sowie des Reporter-
Plasmids pBL-Lambda5-Luc. Enthaltene Ebf- und E2A-Bindestellen im Reporter-Plasmid sind
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schematisch dargestellt (modifiziert nach Sigvardsson et al., 1997). B: Relative Induktion des
Lambda5-Promotors, gemessen anhand der Luziferase-Aktivitét, durch Ebfl, Ebfl1-Y412F und Ebfl-
412D in Ba/F3-Zellen 48 h nach der Transfektion. Erhaltene Luziferase-Werte wurden zunichst
mittels der (-Galaktosidase-Aktivitdt und anschlieBend mittels der Luziferase-Aktivitdt in mit dem
Leervektor pBL-Luc transfizierten Zellen normalisiert. Zur Analyse der relativen Induktion des
Lambda5-Promotors wurde die Induktion in pCMV-mock-transfizierten Zellen gleich 1 gesetzt.
n.s. = nicht signifikant (P > 0,05). n= 3. C: Relative Induktion des Lambda5-Promotors, gemessen
anhand der Luziferase-Aktivitéit, durch Ebfl, Ebfl-Y412F und Ebf1-412D in Kombination mit E2A in
Ba/F3-Zellen 48 h nach der Transfektion. Die Normalisierung erfolgte wie unter B beschrieben. n = 2.
D: Induktion des Lambda5-Promotors in pCMV-mock-transfizierten Zellen in An- oder Abwesenheit
von E2A. Die Normalisierung erfolgte wie unter B beschrieben. Zur Analyse der relativen Induktion
des Lambda5-Promotors durch E2A wurde die Induktion in pCMV-mock-transfizierten Zellen in
Abwesenheit von E2A gleich 1 gesetzt. n =3

3.1.5.4 Reduzierte Transaktivierung der Ebfl-Zielgene VpreB und Mb-1
durch Ebf1-Y412F in Ba/F3-Zellen

Zur weitergehenden Charakterisierung des Transaktivierungspotentials von Ebfl-Y412F
wurde in Ba/F3-Zellen die Ebfl-Y412F-induzierte Expression der B-Zell-spezifischen Gene
VpreB und Mb-1 untersucht (Abbildung 3.14). Sowohl VpreB als auch Mb-1 wurden bereits
als direkte Ebfl-Zielgene identifiziert (Lin & Grosschedl, 1995; Sigvardsson et al., 1997,
O’Riordan & Grosschedl 1999; Sigvardsson et al., 2002). Des Weiteren konnte fiir VpreB
eine Ebfl-induzierte Expression in Ba/F3-Zellen gezeigt werden (Sigvardsson et al., 1997).
Um den Einfluss einer ektopischen Ebf7-Y412F-Expression auf das Expressionslevel beider
Zielgene zu untersuchen, wurden Ba/F3-Zellen transient mit dem Expressionsplasmid pCMV-
EbfI-Y412F transfiziert. Als Negativkontrolle wurden Zellen mit dem Leervektor, als
Positivkontrolle mit wt-Ebf] transfiziert. Die Analyse der VpreB- und Mb-1-Expression
erfolgte 48 h nach der Transfektion mittels quantitativer Realtime-PCR. Zum Zweck der
Normalisierung wurde die Ebf~Expression in mit pPCMV-Ebf] und -Ebf1-Y412F transfizierten
Zellen angeglichen und jeweils gleich 1 gesetzt. Im Vergleich zu mock-transfizierten Zellen,
die lediglich endogenes EbfI exprimieren, konnte in diesen Zellen eine etwa 2000-fach
erhohte Ebf~Expression gemessen werden (Abbildung 3.14A).

Zur Bestimmung der relativen Zielgen-Expression wurde der Wert der mit Ebf] transfizierten
Zellen gleich 1 gesetzt. Eine erste Analyse zeigte, dass in Folge der ektopischen Expression
von EbfI-Y412F eine gegeniiber der Leervektor-Kontrolle um etwa 23-fach erhohte VpreB-
Expression (Abbildung 3.14B) und eine um etwa 27-fach erhohte Mb-I-Expression
(Abbildung 3.14C) detektiert werden konnte. Gegeniiber der wt-Ebfl-Kontrolle wies die
Mutante Ebfl1-Y412 jedoch eine um etwa 17 % reduzierte VpreB- (Abbildung 3.14B) und
eine um etwa 30 % reduzierte Mb-I-Transaktivierung auf (Abbildung 3.14C).
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Dieses Ergebnis muss zwar nochmals bestétigt werden, liefert jedoch einen ersten Hinweis
auf die moglicherweise reduzierte Transaktivierung der Gene VpreB und Mb-1 durch Ebfl-

Y412.
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Abbildung 3.14: Reduzierte Transaktivierung der Ebfl-Zielgene VpreB und Mb-1 durch Ebfl-
Y412F in Ba/F3-Zellen

A: Analyse der Ebf~Expression in transient mit pCMV-mock, -EbfI oder -Ebf1-Y412 transfizierten
Ba/F3-Zellen 48 h nach der Transfektion mittels quantitativer Realtime-PCR. Als Referenzgen zum
Zweck der Normalisierung diente Hprt. Der Wert der mit pCMV-Ebf] und -Ebf1-Y412F transfizierten
Zellen wurde gleich 1 gesetzt. B+ C: Analyse der VpreB- (B) und Mb-1- (C) Expression in den unter
A beschriebenen Zellen. Erhaltene Werte wurden zunichst mittels der Hprt- und anschlieBend mittels
der Ebf-Expression normalisiert. Zur Analyse der relativen Expression wurde der Wert der mit pCM V-
Ebf1 transfizierten Zellen gleich 1 gesetzt. n = 1, technisches Triplikat.

3.1.6 Analysen zur Regulierung der Ebfl-Y412-Phosphorylierung

wihrend der B-Zell-Differenzierung

3.1.6.1 Der Anteil von phosphoryliertem Ebfl-Y412 an der Gesamt-Ebfl-
Menge variiert zwischen verschiedenen B-Zelllinien

Um die Regulierung der Phosphorylierung von Ebf1-Y412 in B-Zellen zu untersuchen, wurde
zunichst die Ebf1-Y412-Phosphorylierungsmenge in den B-Zelllinien Ba/F3, 70Z/3 und 18-
81 analysiert. Die unreifste B-Zelllinie stellt hierbei die Pro-B-Zelllinie Ba/F3 dar, wihrend
70Z/3 und 18-81 Prid-B-Zelllinien sind (Paige et al., 1978; Siden et al., 1979; Palacios et al.,
1984 & 1985). Hierzu wurden die B-Zelllinien unter Verwendung des phosphospezifischen
Antikorpers o-Ebfl-Y(p)412, Klon 1AS5, mittels intrazelluldrer Durchflusszytometrie
analysiert  (Abbildung 3.15A + B). Hierbei zeigte sich, dass die Ebfl-Y412-
Phosphorylierungsmenge in 70Z/3-Zellen gegeniiber Ba/F3-Zellen um durchschnittlich etwa
19,6 % und gegeniiber 18-81 um durchschnittlich etwa 35,9 % reduziert war. Hingegen
ergaben Western Blot-Analysen der Gesamt-Ebfl-Menge in den B-Zelllinien unter
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Verwendung des Antikorpers a-Pan-Ebf, dass Ebf1 in Ba/F3-Zellen am schwichsten und in
18-81-Zellen am stérksten exprimiert wird (Abbildung 3.15C). Somit konnte eine Diskrepanz
zwischen der Gesamt-Ebfl-Menge und der Ebfl-Y412-Phosphorylierungsmenge in Ba/F3-
und 70Z/3-Zellen gezeigt werden.
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Abbildung 3.15: Der Anteil von phosphoryliertem Ebfl-Y412 an der Gesamt-Ebfl-Menge
variiert zwischen Ba/F3-, 70Z/3- und 18-81-Zellen

A: Représentative durchflusszytometrische Analyse von Ebfl-Y(p)412 in Ba/F3-, 70Z/3- und 18-81-
Zellen mittels des Antikorpers a-Ebfl-Y(p)412, Klon 1A5. Als Negativkontrolle wurden ungeférbte
bzw. mit dem Zweitantikorper gefdrbte Zellen verwendet. Angegeben ist die prozentuale Zunahme
der Fluoreszenz-Intensitdt in Ba/F3- (griin) bzw. 18-81-Zellen (schwarz) gegeniiber 70Z/3-Zellen.
B: Relative Fluoreszenz-Intensitdt (in %) von Ebfl-Y(p)412 in Ba/F3-, 70Z/3- und 18-81-Zellen
(s. A). Die Fluoreszenz-Intensitit der 70Z/3-Zellen wurde gleich 100 % gesetzt. n= 3. C:
Reprisentative Western Blot-Analyse der Gesamt-Ebfl-Proteinmenge in Ba/F3-, 70Z/3- und 18-81-
Zellen mittels des Antikorpers a-Pan-Ebf. Als Ladekontrolle diente 3-Aktin.
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3.1.6.2 Die Kinaseaktivitit der Bruton-Tyrosinkinase (Btk) hat keinen

Einfluss auf die Ebf1-Y412-Phosphorylierungsmenge

Laut Datenbankanalysen (nach Zhou et al., 2004, und Xue et al., 2005; durchgefiihrt von Dr.
Matthias Kieslinger, HMGU Miinchen) wurde die Bruton-Tyrosinkinase (Btk) als mogliche
Kinase fiir die Ebf1-Y412-Phosphorylierung vorhergesagt. Eine Rolle von Btk in der murinen
B-Zell-Differenzierung konnte bereits gezeigt werden. Wie in Abbildung 3.16A schematisch
dargestellt, wird durch eine Btk-Defizienz in geringerem Mal3 die Transition von Pro- zu Pré-
B-Zellen sowie in hoherem Mal} die Transition von unreifen zu reifen B-Zellen negativ
beeinflusst, wodurch diese Méuse eine reduzierte Anzahl von Pré- und reifen B-Zellen zeigen
(Klaus et al., 1997; Loder et al., 1999; Rolink et al., 1999; Cancro et al., 2001).

Um zu untersuchen, ob ein Zusammenhang zwischen der Kinaseaktivitdt von Btk und der
Phosphorylierung von Ebfl-Y412 besteht, wurde die Ebfl-Y412-Phosphorylierungsmenge
nach der Inhibition bzw. Deletion von Btk in vitro bzw. in vivo untersucht.

Zunichst wurden hierzu 18-81-Zellen fiir 4 h mit verschiedenen Konzentrationen des
Inhibitors LFM-A13 behandelt. Dieser inhibiert bis zu einer Konzentration von 300 uM
spezifisch Btk sowie die Polo-like kinase (Mahajan et al., 1999; Vassilev et al., 1999; Uckun
et al., 2007). AnschlieBend wurden Protein-Extrakte dieser Zellen beziiglich der Ebfl-Y412-
Phosphorylierungsmenge unter Verwendung des phosphospezifischen Antikorpers o-Ebfl-
Y(p)412, Klon 1AS5, im Western Blot untersucht (Abbildung 3.16B). Hierdurch konnte
gezeigt werden, dass im Vergleich zu unbehandelten Zellen bei keiner verwendeten Inhibitor-
Konzentration eine verdnderte Ebf1-Y412-Phosphorylierungsmenge zu beobachten war. Um
zu lberpriifen, ob die Inhibitor-Zugabe die Gesamt-Ebfl-Menge in den 18-81-Zellen
beeinflusst, wurden die Antikorper a-Ebfl-Y412, Klon 3GS5, und a-Pan-Ebf verwendet.
Hierdurch konnte eine vergleichbare Gesamt-Ebfl-Menge in behandelten und unbehandelten
Zellen gezeigt werden.

Um die Ebfl-Y412-Phosphorylierungsmenge unter Btk-defizienten Bedingungen in vivo zu
untersuchen, wurden Gesamt-Knochenmarkszellen aus Btk-defizienten Maiusen (zur
Verfiigung gestellt von Prof. Dr. Wilfried Ellmeier, Medizinische Universitit Wien) unter
Verwendung des phosphospezifischen Antikorpers a-Ebfl-Y(p)412, Klon 1AS5, im Western
Blot untersucht (Abbildung 3.16C). Als Vergleich dienten Gesamt-Knochenmarkszellen aus
wt-Méusen. Hierdurch konnte gezeigt werden, dass im Vergleich zu wt-Tieren die Ebfl-

Y412-Phosphorylierungsmenge im Gesamt-Knochenmark Brk-defizienter Méuse nicht
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beeinflusst war. Mittels der Antikorper a-Ebfl-Y412, Klon 3G5, und a-Pan-Ebf konnte

wiederum eine vergleichbare Gesamt-Ebf1-Menge gezeigt werden.
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Abbildung 3.16: Die Ebfl-Y412-Phosphorylierungsmenge wird durch die Kinaseaktivitit von
Btk nicht beeinflusst

A: Schematische Darstellung der Rolle von Btk in der murinen B-Zell-Differenzierung. Btk-defiziente
Maiuse zeigen eine reduzierte Anzahl von Pra-B-Zellen (Fraktion D) und reifen B-Zellen (Fraktion F;
nach Cancro et al., 2001). B: Repréasentative Western Blot-Analysen der Ebfl-Y(p)412- und der
Gesamt-Ebfl-Menge in LFM-A13-behandelten (20 uM, 100 uM oder 300 uM; fiir 4 h) 18-81-Zellen
unter Verwendung der Antikorper a-Ebfl-Y(p)412, Klon 1AS5 (links), a-Ebfl-Y412, Klon 3GS5
(Mitte), und a-Pan-Ebf (rechts). Als Vergleich dienten unbehandelte 18-81-Zellen. Als Ladekontrolle
wurde pP-Aktin verwendet. C: Reprisentative Western Blot-Analysen der Ebfl-Y(p)412- und der
Gesamt-Ebfl-Menge in Gesamt-Knochenmarkszellen aus wt- und Btk-defizienten Méusen unter
Verwendung der Antikorper a-Ebfl-Y(p)412, Klon 1A5 (links), a-Ebf1-Y412, Klon 3G5 (Mitte), und
a-Pan-Ebf (rechts). Als Ladekontrolle diente (3-Aktin.

101



Ergebnisse

3.1.6.3 Eine exogene IL-7-Stimulation resultierte in einer erhohten Ebfl-

Y412-Phosphorylierungsmenge in Ba/F3- und 70Z/3-Zellen

Fir [L-7 oder den IL-7Ra defiziente Méuse weisen einen Defekt in der B-Zell-
Differenzierung auf, der dem EbfI-defizienter Méuse &dhnelt (Peschon et al., 1994; von
Freeden-Jeffry et al., 1995; Lin & Grosschedl, 1995). So ist im Knochenmark adulter Tiere
die B-Zell-Differenzierung im Pré-Pro-B-Zell-Stadium arretiert (Kikuchi et al., 2005). Des
Weiteren konnte ein Einfluss IL-7-vermittelter Signaliibertragung auf die Expression von
Ebf1 in M. musculus gezeigt werden (Dias et al., 2005; Kikuchi et al., 2005 & 2008; Roessler
etal., 2007, Tsapogas etal., 2011). Um zu untersuchen, ob die IL-7-vermittelte
Signaliibertragung ebenfalls die Phosphorylierung von Ebfl-Y412 beeinflusst, wurde die
Ebf1-Y412-Phosphorylierungsmenge in verschiedenen B-Zelllinien nach einer exogenen
IL-7-Stimulation bestimmt. Hierzu wurden Ba/F3-, 70Z/3- und 18-81-Zellen fiir 24 h mit IL-7
stimuliert und anschliefend unter Verwendung des phosphospezifischen Antikorpers o-Ebf1-
Y(p)412, Klon 1A5, mittels intrazellulirer = Durchflusszytometrie  analysiert
(Abbildung 3.17A + B). Als Kontrolle dienten nicht stimulierte Zellen.

In der Zelllinie Ba/F3 konnte nach der IL-7-Stimulation unter Verwendung des
phosphospezifischen Antikorpers a-Ebf1-Y(p)412, Klon 1AS, eine durchschnittlich um 17 %
erhohte Fluoreszenz-Intensitit von Ebfl-Y(p)412 detektiert werden (Abbildung 3.17A + B).
Um zu untersuchen, ob die Zellen auf die IL-7-Stimulation zusétzlich mit einer Erhdhung der
Gesamt-Ebfl-Proteinmenge reagieren, wurde der Antikdrper o-Ebfl-Y412, Klon 3GS,
verwendet. Hierbei konnte gegeniiber nicht stimulierten Zellen eine Steigerung der
Fluoreszenz-Intensitit von Ebfl-Y412 um durchschnittlich etwa 37 % beobachtet werden.
Eine Analyse der in Abbildung 3.17A exemplarisch dargestellten Zellen mittels quantitativer
Realtime-PCR zeigte eine dementsprechend erhohte EbfI-Expression auf Transkriptions-
Ebene in stimulierten Zellen (etwa 4,4-fach; Abbildung 3.17C). In der Zelllinie 70Z/3 konnte
nach der IL-7-Stimulation unter Verwendung des phosphospezifischen Antikorpers o-Ebfl-
Y(p)412, Klon 1AS5, ebenfalls eine erhohte Fluoreszenz-Intensitit von Ebfl-Y(p)412
nachgewiesen werden (durchschnittlich um etwa 33 %). Im Gegensatz zu den Ba/F3-Zellen
reagierten die Zellen jedoch nicht mit einer Erhdhung der Gesamt-Ebf1-Proteinmenge auf die
IL-7-Stimulation. Stattdessen zeigten stimulierte Zellen gegeniiber unstimulierten Zellen eine
unverdnderte bzw. leicht reduzierte Gesamt-Ebfl-Proteinmenge. So konnte unter
Verwendung des Antikorpers a-Ebf1-Y412, Klon 3G5, eine durchschnittlich um etwa 1,5 %

reduzierte Fluoreszenz-Intensitidt von Ebfl1-Y412 beobachtet werden. Dementsprechend war
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ebenfalls die Ebfl-Transkriptmenge in den in Abbildung 3.17A exemplarisch dargestellten

stimulierten Zellen durchschnittlich etwa 1,1-fach erniedrigt.
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Abbildung 3.17: Eine exogene IL-7-Stimulation resultierte in einer erhohten Ebfl-Y412-
Phosphorylierungsmenge in Ba/F3- und 70Z/3-Zellen

A: Intrazelluldre Analyse der Ebfl-Y412-Phosphorylierungsmenge und der Gesamt-Ebfl-
Proteinmenge in Ba/F3- (oben), 70Z/3- (Mitte) und 18-81-Zellen (unten) nach 24-stiindiger IL-7-
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Stimulation. Verwendet wurden die Antikérper a-Ebfl-Y(p)412, Klon 1AS5, und o-Ebfl-Y412,
Klon 3G5. Als Vergleich dienten nicht stimulierte Zellen. Als Negativkontrolle wurden ungeférbte
bzw. mit dem Zweitantikorper gefarbte Zellen verwendet. B: Relative (rel.) Fluoreszenz-Intensitit
(in %) von Ebfl-Y(p)412 und Ebfl-Y412 in Ba/F3-, 70Z/3- und 18-81-Zellen nach der IL-7-
Stimulation (s. A). Die Fluoreszenz-Intensitit nicht stimulierter Zellen wurde gleich 100 % gesetzt.
n= 3 (70Z/3), n= 2 (Ba/F3 und 18-81). C: Analyse der EbfI-Expression der in (A) exemplarisch
dargestellten stimulierten und nicht stimulierten Zellen mittels quantitativer Realtime-PCR. Als
Referenzgen zum Zweck der Normalisierung diente S-Aktin. Der Wert nicht stimulierter Zellen wurde
gleich 1 gesetzt.

Die Zelllinie 18-81 reagierte auf die IL-7-Stimulation weder mit einer Zunahme der Ebfl-
Y(p)412- noch der Gesamt-Ebfl-Proteinmenge. Stattdessen konnte in stimulierten Zellen
unter Verwendung des phosphospezifischen Antikorpers o-Ebfl-Y(p)412, Klon 1AS, eine
Reduktion der Ebfl-Y(p)412-Menge um durchschnittlich etwa 8 % beobachtet werden,
wiahrend die Gesamt-Ebfl-Proteinmenge um durchschnittlich etwa 13 % erniedrigt war.
Dementsprechend war die EbfI-Expression auf Transkriptions-Ebene etwa 1,5-fach reduziert
(Abbildung 3.17A - C).

In Dbisherigen Experimenten konnte daher eine Beeinflussung der Ebfl-Y412-
Phosphorylierungsmenge in Ba/F3- und 70Z/3-Zellen in Abhéngigkeit IL-7-vermittelter
Signaliibertragung beobachtet werden. Wihrend in Ba/F3-Zellen die exogene IL-7-
Stimulation sowohl in einer erh6hten Gesamt-Ebf1- als auch Ebf1-Y(p)412-Menge resultierte,
war in 70Z/3-Zellen lediglich die Ebf1-Y(p)412-Menge erhoht. Dies konnte darauf hindeuten,
dass die fiir die Ebfl-Y412-Phosphorylierung verantwortliche Kinase durch die IL-7-

vermittelte Signaliibertragung reguliert wird.

3.1.6.4 Die Inhibition von Jak-Kinasen resultierte in einer verminderten

Ebf1-Y412-Phosphorylierungsmenge in Ba/F3-Zellen

Es ist bekannt, dass die IL-7-vermittelte Signaliibertragung zu einer Aktivierung des Jak/Stat-
Signalweges fiihrt und dass die Expression von EbfI in IL7-Ra-defizienten Pra-Pro-B-Zellen
durch eine ektopische Expression von Stat5S induziert wird (Lin ef al., 1995; Goetz et al.,
2004; Kikuchi et al., 2005; Roessler et al., 2007).

Die B-Zelllinie Ba/F3 zeigte in vorherigen Versuchen eine Zunahme der Ebfl-Y412-
Phosphorylierungs- sowie der Gesamt-Ebfl-Proteinmenge als Reaktion auf eine IL-7-
Stimulation (s. Abbildung 3.17). Um den Einfluss IL-7-vermittelter Signaliibertragung auf die
Phosphorylierung von Ebf1-Y412 in Ba/F3-Zellen weitergehend zu analysieren, wurden diese
fiir 24 h mit dem Jak-Inhibitor TG101348 behandelt (Wernig et al., 2008). Anschlieend
erfolgte die Analyse der Ebfl-Y412-Phosphorylierungsmenge unter Verwendung des
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phosphospezifischen Antikdrpers a-Ebfl-Y(p)412, Klon 1A5, mittels intrazelluldrer
Durchflusszytometrie (Abbildung 3.18A + B). Als Kontrolle dienten nicht behandelte Zellen.
Hierbei konnte in Jak-Inhibitor-behandelten Ba/F3-Zellen eine durchschnittlich um etwa 36 %
reduzierte Fluoreszenz-Intensitit von Ebfl-Y(p)412 detektiert werden. Um zu untersuchen,
ob die Zellen auf die Inhibitor-Behandlung zusétzlich mit einer Reduktion der Gesamt-Ebfl-
Proteinmenge reagieren, wurde der Antikorper a-Ebf1-Y412, Klon 3GS5, verwendet. Hierbei
zeigten behandelte Zellen eine durchschnittlich um etwa 26 % reduzierte Gesamt-Ebfl-
Proteinmenge. Aufgrund der hohen Varianz in der Gesamt-Ebf1-Proteinmenge in behandelten
Zellen muss dieser Versuch jedoch zukiinftig wiederholt werden. Eine Analyse der in
Abbildung 3.18A exemplarisch dargestellten Zellen mittels quantitativer Realtime-PCR zeigte
eine leicht reduzierte Ebfl-Transkriptmenge in behandelten Zellen (etwa 1,2-fach;
Abbildung 3.18C).
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o
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Abbildung 3.18: Die Inhibition von Jak-Kinasen resultierte in einer verminderten Ebf1-Y412-
Phosphorylierungsmenge in Ba/F3-Zellen

A: Intrazelluldre Analyse der Ebfl-Y(p)412- und der Gesamt-Ebfl-Proteinmenge in Ba/F3-Zellen
24 h nach der Zugabe des Jak-Inhibitors TG101348 (1000 nM). Verwendet wurden die Antikorper a-
Ebf1-Y(p)412, Klon 1AS5, und a-Ebfl1-Y412, Klon 3GS5. Als Vergleich dienten unbehandelte Zellen.
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Als Negativkontrolle wurden ungefirbte bzw. mit dem Zweitantikorper gefiarbte Zellen verwendet.
B: Relative Fluoreszenz-Intensitit (in %) von Ebfl-Y(p)412 und Ebfl-Y412 in Ba/F3-Zellen 24 h
nach der Inhibitor-Zugabe (s. A). Die Fluoreszenz-Intensitit nicht stimulierter Zellen wurde gleich
100 % gesetzt. n= 2. C: Analyse der EbfI-Expression der in (A) exemplarisch dargestellten
behandelten und nicht behandelten Zellen mittels quantitativer Realtime-PCR. Als Referenzgen zum
Zweck der Normalisierung diente S-Aktin. Der Wert nicht behandelter Zellen wurde gleich 1 gesetzt.

Bisherige Ergebnisse dieser Arbeit deuten daher darauf hin, dass eine exogene IL-7-
Stimulation in  einer  erhohten  Ebfl-Y412-Phosphorylierungsmenge  resultiert
(s. Abbildung 3.17), wéhrend eine Inhibition der in der IL-7-vermittelten Signaliibertragung

involvierten Jak-Kinasen zu einer Reduktion der Phosphorylierungsmenge fiihrte.

3.2 Untersuchungen zur Redundanz von Ebf-Proteinen

Wie bereits beschrieben sind Ebf-Proteine sowohl untereinander als auch evolutiondr hoch
konserviert (Dubois & Vincent, 2001). Zudem zeigen die Ebf-Proteine in vielen murinen
Geweben eine simultane und iiberlappende Expression, wodurch Analysen potentiell
redundanter Wirkungsweisen erschwert werden (Garel ef al., 1997; Malgaretti et al., 1997;
Mella et al., 2004; Wang et al., 1997, 2002 & 2004; Dubois & Vincent, 2001; Jin et al.,
2010). In B-Zellen hingegen ist EbfI als einziges Mitglied der Ebf-Familie exprimiert (Wang
et al., 2004; personliche Kommunikation Bettina Groll, HMGU Miinchen). Da durch eine
ektopische EbfI-Expression in Ebfi-defizienten Zellen die arretierte B-Zell-Differenzierung
wiederhergestellt werden kann (s. Abbildung 3.9 und Pongubala et al., 2008), wurde dieses
experimentelle System verwendet, um am Beispiel der B-Zell-Differenzierung eine potentiell

redundante Wirkungsweise der murinen Ebf-Proteine zu untersuchen.

3.2.1 Analysen zur potentiell redundanten Wirkungsweise von Ebf-

Proteinen in der B-Zell-Differenzierung

3.2.1.1 Herstellung Retrovirus-verpackender GP+E86-Zellen

Zur Analyse einer moglichen redundanten Wirkungsweise der Ebf-Proteine in der B-Zell-
Differenzierung wurde untersucht, ob durch die ektopische Expression der Ebf-Proteine 2-4 in
Ebfl-defizienten Zellen aus der fotalen Leber das in vitro-B-Zell-Differenzierungs-Potential
dieser Zellen wiederhergestellt wird.

Hierzu wurden zunichst mithilfe der Plasmide MSCV-Ebf2-IRES-Gfp, MSCV-Ebf3-IRES-
Gfp oder MSCV-Ebf4-IRES-Gfp Retrovirus-verpackende GP+E86-Zellen nach oben
beschriebener Methode (s. S. 83) hergestellt (Abbildung 3.19A). Als Negativ- bzw.
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Positivkontrolle fiir nachfolgende Versuche wurden Retrovirus-verpackende GP+E86-Zellen

fiir mock bzw. EbfI1 verwendet (s. S. 83).
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Abbildung 3.19: Herstellung Retrovirus-verpackender GP+E86-Zellen

A: Schematische Darstellung zur Herstellung Retrovirus-verpackender GP+E86-Zellen. Zunéchst
wurden HEK293T-Zellen mit MSCV-mock-, -Ebf1-, -Ebf2-, -Ebf3- oder -Ebf4-IRES-Gfp sowie einem
viralen Helfer-Plasmid transient transfiziert. Der Viruspartikel-haltige Zellkulturiiberstand der
HEK293T-Zellen wurde anschlieBend zur Infektion von GP+E86-Zellen verwendet. Infizierte
GP+E86-Zellen wurden, basierend auf der Expression von Gfp, 2-3 x mittels Durchflusszytometrie
sortiert. B: Représentative durchflusszytometrische Analyse der Transduktionsraten, gemessen anhand
der Gfp-Expression, von 18-81-Zellen nach 48-stiindiger Kokultivierung mit Retrovirus-verpackenden
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GP+E86-Zellen. C: Reprisentative Western Blot-Analyse der Ebf-Proteinmenge in transduzierten 18-
81-Zellen unter Verwendung des a-Pan-Ebf-Antikdrpers. Als Vergleich dienten mock-transduzierte
Zellen. Als Ladekontrolle wurde f3-Aktin verwendet.

Die Funktionalitit generierter Retrovirus-verpackender GP+E86-Zellen wurde mittels
Transduktion der Pra-B-Zelllinie 18-81 {iberpriift. Hierzu wurden 18-81-Zellen fiir 48 h mit
den GP+E86-Zellen kokultiviert. AnschlieBend erfolgte die Bestimmung der
Transduktionsraten mittels durchflusszytometrischer Analyse der Gfp-Expression in den 18-
81-Zellen (Abbildung 3.19B). Durch die Kokultivierung mit den verschiedenen GP+E86-
Zellen konnten Transduktionsraten der 18-81-Zellen zwischen etwa 15 - 95 % beobachtet
werden. Zur Bestimmung der Ebf-Uberexpression wurden Protein-Extrakte transduzierter
Zellen unter Verwendung des o-Pan-Ebf-Antikorpers im Western Blot analysiert
(Abbildung 3.19C). Wihrend in Protein-Extrakten aus mit MSCV-mock-IRES-Gfp
transduzierten Zellen wie erwartet lediglich eine schwache Bande detektiert werden konnte,
die vermutlich endogenem Ebfl entspricht, zeigten mit MSCV-EbfI-, -Ebf2-, -Ebf3- oder -
Ebf4-IRES-Gfp transduzierte Zellen eine deutliche Ebf-Uberexpression.

Die erfolgreich generierten Retrovirus-verpackenden GP+E86-Zellen wurden nachfolgend fiir

Versuche zur in vitro-B-Zell-Differenzierung verwendet.

3.2.1.2 Ebf2-, Ebf3- und Ebf4-transduzierte fotale Leberzellen aus EbfI-
defizienten Maiusen zeigen einen Defekt in der in vitro-B-Zell-
Differenzierung

Um zu analysieren, ob die verschiedenen Ebf-Proteine die in vitro-B-Zell-Differenzierung
Ebfl-defizienter Zellen wiederherstellen, wurden fotale Leberzellen (CD45.2) aus EbfI-
defizienten Mausembryonen (E16,5 - E17,5) isoliert und mittels 48-stiindiger Kokultivierung
mit Retrovirus-verpackenden GP+E86-Zellen fiir MSCV-mock-, -Ebf1-, -Ebf2-, -Ebf3- oder -
Ebf4-IRES-Gfp (s. Abbildung 3.19) unter Zugabe von IL-3, IL-6 und SCF transduziert
(Abbildung 3.20A). Im Anschluss an die retrovirale Transduktion wurden die
Transduktionsraten fotaler Leberzellen anhand der Gfp-Expression bestimmt. Durch die

Kokultivierung der Zellen mit den verschiedenen GP+E86-Zellen konnten Transduktionsraten

zwischen durchschnittlich etwa 20-51 % beobachtet werden (Abbildung 3.20B + C).
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Abbildung 3.20: Retrovirale Transduktion EbfI-defizienter Leberzellen und Kokultivierung mit
Whitlock-Witte-Zellen

A: Schematische Darstellung des experimentellen Systems zur Untersuchung der in vitro-B-Zell-
Differenzierung. Fotale Leberzellen (CD45.2) aus EbfI-defizienten Mausembryonen (E16,5 - E17,5)
wurden mittels einer zweitdgigen Kokultivierung mit Retrovirus-verpackenden GP+E86-Zellen
retroviral transduziert. Nach der Bestimmung der Transduktionsraten (s. B) wurden die fotalen
Leberzellen fiir 10-14 d mit Whitlock-Witte-Zellen (CD45.1) kokultiviert. Nach 10-14 d erfolgte die
Analyse der in vitro-B-Zell-Differenzierung mittels Durchflusszytometrie. B: Représentative
durchflusszytometrische Analyse der Transduktionsraten, gemessen anhand der Gfp-Expression,
fotaler Leberzellen nach 48-stiindiger Kokultivierung mit Retrovirus-verpackenden GP+E86-Zellen.
C: Transduktionsraten fotaler Leberzellen (s. B). n=3

Im Anschluss an die zweitdgige retrovirale Transduktion der fotalen Leberzellen wurden diese

nach oben beschriebener Methode (s. S. 86) mit Whitlock-Witte-Zellen (CD45.1) kokultiviert.
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Die in vitro-B-Zell-Differenzierung der hdmatopoietischen Zellen wurde nach 10-14 d anhand
der CDI19-Expression transduzierter fotaler Leberzellen am Durchflusszytometer analysiert

(Abbildung 3.21A + B).
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Abbildung 3.21: Ebf2-, Ebf3- und Ebf4-transduzierte fotale Leberzellen aus EbfI-defizienten
M:usen zeigen einen Defekt in der in vitro-B-Zell-Differenzierung

A: Représentative durchflusszytometrische Analyse der in vitro-B-Zell-Differenzierung, gemessen
anhand der CD19-Expression, transduzierter fotaler Leberzellen (FSC/SSC,PI'CD45.2"GFP") nach der

110



Ergebnisse

Kokultivierung mit Whitlock-Witte-Zellen (13 d). B: Prozentualer Anteil CD19-positiver Zellen an
transduzierten fotalen Leberzellen (s. A). n.s. = nicht signifikant (P > 0,05). n=3

Wie bereits in Abbildung 3.9 gezeigt, konnte durch eine ektopische Ebf1-Expression in Ebf]-
defizienten fotalen Leberzellen die B-Zell-Differenzierung wiederhergestellt werden
(durchschnittlich etwa 63 % CD19-positive transduzierte fotale Leberzellen). Hingegen fiihrte
eine ektopische Expression von Ebf2, Ebf3 oder Ebf4 nicht zu einem erhdhten Anteil CD19-
positiver Zellen (durchschnittlich zwischen etwa 6,8 -7,6% CDI19-positive Zellen)
gegeniiber mock-transduzierten Zellen, die wie erwartet nicht in die Hardy-B-Zellfraktion B
differenzierten (durchschnittlich etwa 8 % CD19-positive Zellen).

In diesem experimentellen System konnte somit gezeigt werden, dass keines der anderen
Proteine der Ebf-Familie die Funktion von EbfI in der B-Zell-Differenzierung iibernehmen

konnte.

3.2.2 Analysen zur Transaktivierung B-Zell-spezifischer Gene durch

die Ebf-Proteine

3.2.2.1 Ebf2, Ebf3 und Ebf4 transaktivieren den Lambda5-Promotor in
Ba/F3-Zellen

Um eine potentiell redundante Wirkungsweise der Ebf-Proteine in der Transaktivierung des
B-Zell-spezifischen Gens Lambda5 zu untersuchen, wurden Luziferase-Reporter-Assays
durchgefiihrt. In fritheren Arbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass Ebf2 eine dem Ebfl
vergleichbare Induktion des Lambda5-Promotors bewirkt (Hiechinger, 2010).

Zur Untersuchung des Lambda5-Transaktivierungspotentials siamtlicher Ebf-Proteine aus
M. musculus wurden Ba/F3-Zellen transient mit den Expressionsplasmiden pCMV-mock,
-Ebf2, -Ebf3 oder -Ebf4 sowie dem Reporter-Konstrukt pBL-Lambda5-Luc transfiziert
(Abbildung 3.22A). Als Vergleich dienten mit pCMV-Ebf] transfizierte Zellen, da in diesen
die Induktion des Reporter-Plasmids bereits gezeigt werden konnte (s. Abbildung 3.13). Als
Negativkontrolle wurde der Leervektor pBL-Luc verwendet. Zur Normalisierung der
Luziferase-Aktivitit wurden die Ba/F3-Zellen zusitzlich mit dem pCMV-basierten
Expressionsplasmid fiir LacZ transfiziert.

Dargestellt in Abbildung 3.22B ist die relative Induktion des Lambda5-Promotors durch
Ebfl-4, gemessen anhand der Luziferase-Aktivitdit in Ba/F3-Zellen 48 h nach der

Transfektion. Der Lambda5-Promotor konnte durch sdmtliche Ebf-Proteine transaktiviert
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werden (zwischen etwa 4,3 - 10-fach). Zwischen den Ebf-Proteinen konnten keine

signifikanten Unterschiede in der Transaktivierung beobachtet werden.
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Abbildung 3.22: Transaktivierung des Lambda5-Promotors durch Ebf2, Ebf3 und Ebf4 in
Ba/F3-Zellen

A: Schematische Darstellung zur Durchfiihrung des Luziferase-Reporter-Assays unter Verwendung
von pCMV-basierten Expressionsplasmiden fiir die Ebf-Proteine und des Reporter-Plasmids pBL-
Lambda5-Luc. Die enthaltenen Ebf-Bindestellen im Reporter-Plasmid sind schematisch dargestellt
(modifiziert nach Sigvardsson et al, 1997). B: Relative Induktion des Lambda5-Promotors durch
Ebfl-4, gemessen anhand der Luziferase-Aktivitit in Ba/F3-Zellen 48 h nach der Transfektion. Als
Negativkontrolle wurde der Leervektor pBL-Luc verwendet. Erhaltene Luziferase-Werte wurden
zunédchst mittels der (-Galaktosidase-Aktivitit und anschlieBend mittels der Luziferase-Aktivitit in
mit dem Leervektor pBL-Luc transfizierten Ba/F3-Zellen normalisiert. Zur Analyse der relativen
Induktion des Lambda5-Promotors wurde die Induktion in pCMV-mock transfizierten Zellen gleich 1
gesetzt. n.s. = nicht signifikant (P > 0,05). n =3
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3.2.2.2 Proteine der Ebf-Familie zeigten ein unterschiedliches Potential zur

Transaktivierung von VpreB und Mb-1 in Ba/F3-Zellen

Zur weitergehenden Analyse redundanter Wirkungsweisen der Ebf-Proteine wurde in Ba/F3-
Zellen die Ebfl-4-induzierte Expression der B-Zell-spezifischen Gene VpreB und Mb-1
untersucht (Abbildung 3.23).

Hierzu wurden Ba/F3-Zellen transient mit den Expressionsplasmiden pCMV-Ebf2, -Ebf3 und
-Ebf4 transfiziert. Als Vergleich dienten EbfI-transfizierte Zellen, da in diesen die Induktion
von VpreB und Mb-1 bereits gezeigt werden konnte (s. Abbildung 3.14). Als Negativkontrolle
wurden Zellen mit dem Leervektor (mock) transfiziert.

Die Analyse der VpreB- und Mb-1-Expression erfolgte 48 h nach der Transfektion mittels
quantitativer Realtime-PCR. Zum Zweck der Normalisierung wurde die Ebf~Expression in
mit pCMV-Ebf1, -Ebf2, -Ebf3 und -Ebf4 transfizierten Zellen angeglichen und jeweils gleich
1 gesetzt. Im Vergleich zur Leervektor-Kontrolle konnte in diesen Zellen eine etwa 2000-fach
erhohte Ebf~Expression gemessen werden (Abbildung 3.23A).

Zur Analyse der relativen Zielgen-Expression durch Ebf2-4 (Abbildung 3.23B + C) wurde der
Wert der mit EbfI transfizierten Zellen gleich 1 gesetzt. Hierbei konnte in einer ersten
Analyse ein unterschiedliches Transaktivierungspotential der Ebf-Proteine gezeigt werden.
Obwohl alle Ebf-Proteine eine gegeniiber mock-transfizierten Zellen, die lediglich endogenes
Ebf1 exprimieren, erhohte VpreB- und Mb-I-Expression zeigten, divergierte die Induktion
von VpreB durch die verschiedenen Ebf-Proteine zwischen etwa 5- bis 35-fach und fiir
Mb-1  zwischen etwa 6-bis42-fach. Hierbei zeigte sich ein vergleichbares
Transaktivierungspotential der Proteine Ebf1l und Ebf2, wobei Ebf2 eine dem Ebfl gegeniiber
leicht erhohte Aktivierung der B-Zell-spezifischen Gene bewirkte (etwa 1,3-fach fiir VpreB
und 1,1-fach fiir Mb-1). Fiir die Proteine Ebf3 und Ebf4 konnte hingegen eine gegeniiber Ebfl
etwa 68 - 82 %ige Reduktion der VpreB- und eine etwa 73 - 85 %ige Reduktion der Mb-1-
Expression beobachtet werden.

Dieses Ergebnis muss nochmals bestitigt werden, liefert jedoch einen ersten Hinweis auf die
moglicherweise differentielle Transaktivierung der Gene VpreB und Mb-1 durch die

verschiedenen Ebf-Proteine.
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Abbildung 3.23: Ebf-Proteine zeigten ein unterschiedliches Potential zur Transaktivierung der
B-Zell-spezifischen Gene VpreB und Mb-1

A: Analyse der Ebf~Expression in transient mit pCMV-mock, -Ebfl, -Ebf2, -Ebf3 oder -Ebf4
transfizierten Ba/F3-Zellen 48 h nach der Transfektion mittels quantitativer Realtime-PCR. Als
Referenzgen zum Zweck der Normalisierung diente Hprt. Der Wert der mit pCMV-Ebf], - Ebf2, -Ebf3
und -Ebf4 transfizierten Zellen wurde gleich 1 gesetzt. B+ C: Analyse der VpreB- (B) und Mb-1-(C)
Expression in den unter A beschriebenen Zellen. Erhaltene Werte wurden zunéchst mittels der Hprt-
und anschlieBend mittels der Ebf~Expression normalisiert. Zur Analyse der relativen Expression wurde
der Wert der mit pPCMV-Ebf] transfizierten Zellen gleich 1 gesetzt. n = 1, technisches Triplikat.
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4. Diskussion

4.1 Regulation der B-Zell-Differenzierung anhand

posttranslationaler Modifikationen von Ebfl

4.1.1 Verifizierung der Ebf1-Y412-Phosphorylierung

Die frithe B-Zell-Differenzierung wird durch verschiedene Signalwege sowie ein komplexes
Netzwerk diverser Transkriptionsfaktoren reguliert. Fiir den Transkriptionsfaktor Ebf1, der in
diesem Prozess eine =zentrale Funktion einnimmt, konnten in Vorarbeiten unserer
Arbeitsgruppe zum ersten Mal posttranslationale Modifikationen identifiziert werden, u.a. die
Phosphorylierungsstelle Y412 (s. S. 27; Dr. Gerald Burgstaller & Dr. Hakan Sarioglu, HMGU
Miinchen, unverdffentlichte Daten). Es ist bekannt, dass Phosphorylierungen mafgeblich die
Synthese, Stabilitit, Lokalisation, Funktion und Interaktion von Proteinen beeinflussen
konnen (Yaffe & Cantley, 1999; Cohen, 2000; Hunter, 2000; Pawson & Nash, 2000;
Schlessinger, 2000; Pawson & Scott, 2005; Gnad et al., 2010). Fiir den Transkriptionsfaktor
E2A beispielsweise, der zusammen mit Ebfl die Spezifizierung lymphatischer
Vorlduferzellen in B-Zellen vermittelt, wird in der B-Zell-Differenzierung ebenfalls eine
Regulation iiber Phosphorylierungen angenommen (Sloan ef al., 1996). Daher wurde im
Rahmen dieser Arbeit die Phosphorylierungsstelle Ebf1-Y412 biologisch sowie biochemisch
charakterisiert, um somit zu einem besseren Verstdndnis der Regulation und Funktion von
Ebfl in der B-Zell-Differenzierung zu gelangen. Erste Hinweise auf eine funktionelle
Relevanz dieser ~ Phosphorylierungsstelle lieferten  hierbei Analysen der
Massenspektrogramme der murinen Prd-B-Zelllinie 18-81, in denen lediglich eine kleine
Fraktion der Ebf1-Proteine an dieser Position phosphoryliert zu sein scheint, was auf einen
regulierten Prozess der Ebfl1-Y412-Phosphorylierung in der murinen B-Zell-Differenzierung
hindeutet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Phosphorylierungsstelle Y412 des Ebfl zunéchst mittels
des neu generierten Antikdrpers a-Ebf1-Y(p)412, Klon 1AS, welcher eine hohe Priferenz fiir
phosphoryliertes Ebf1-Y412 zeigte, weitergehend verifiziert (Abbildung 3.1). Hierbei konnte
sowohl in transient mit Ebf] transfizierten HEK293T- als auch in 18-81-Zellen die Ebfl-
Y412-Phosphorylierung bestétigt werden. Wihrend die Massenspektrometrie jedoch mit
immunprazipitiertem Ebfl-Flag aus 18-81-Zellen erfolgte, wurden in der vorliegenden Arbeit
untransfizierte 18-81-Zellen verwendet, sodass erstmals die Phosphorylierung des endogenen

Ebfl gezeigt werden konnte. Der generierte phosphospezifische Antikorper erwies sich

115



Diskussion

hierbei nicht nur im Western Blot, sondern auch in der intrazelluldren Durchflusszytometrie
als funktionell, und erkennt somit ebenfalls das native Ebfl-Protein. Dies liefert einen
zusétzlichen Hinweis auf die Phosphorylierung des Ebfl-Y412, da die Zugénglichkeit von
Aminosduren eine Voraussetzung fiir Phosphorylierungen darstellt (Gnad et al., 2007).

Zur weiteren Verifizierung der Ebf1-Y412-Phosphorylierung wurde immunprézipitiertes Ebf1
aus der B-Zelllinie 18-81 ebenfalls unter der Verwendung eines Phosphotyrosin-spezifischen
Antikdrpers im Western Blot analysiert (Abbildung 3.2). Hierbei konnte ein Phosphotyrosin-
Protein detektiert werden, das der molekularen Masse von Ebfl entspricht. Obwohl der
verwendete Antikorper keine Spezifitit fiir Ebfl-Y(p)412 zeigt, sondern lediglich generell
Phosphotyrosin-Proteine detektiert, liefert dieses Experiment einen weiteren Hinweis auf die
Ebf1-Y412-Phosphorylierung. So konnte mittels Massenspektrometrie keine weitere Tyrosin-
Phosphorylierung identifiziert werden, wobei jedoch sieben der insgesamt 14 Tyrosine des
Ebfl nicht durch die Massenspektrogramme erfasst werden konnten. Allerdings zeigten
Analysen von mehr als 2000 Phospho-Proteinen in HeLa-Zellen, dass lediglich 1,8 % aller
Tyrosine phosphoryliert waren, da Tyrosine aufgrund ihrer eher hydrophoben Eigenschaften
tendenziell in weniger zugénglichen Protein-Regionen lokalisiert sind (Olsen et al., 2006;
Gnad et al., 2007).

Fiir die Ebf1-Y412-Phosphorylierung spricht des Weiteren die hohe Konservierung des Y412
innerhalb der murinen Ebf-Proteinfamilie sowie in verschiedenen Verte- und Invertebraten
(Abbildung 3.3), da gezeigt werden konnte, dass Phosphorylierungsstellen in vielen hoheren
Spezies generell eine hohere evolutionidre Konservierung aufweisen als strukturell dhnliche
nicht phosphorylierte Stellen desselben Proteins (Gnad et al, 2007 & 2010). Ob die
Aminosdure Y412 in anderen murinen Ebf-Proteinen sowie den Ebfl-Orthologen anderer
Spezies ebenfalls durch Phosphorylierung modifiziert werden kann, ist bisher nicht bekannt.
Posttranslationale =~ Modifikationen ~ werden  bekanntermaBlen = durch  umgebende
Peptidsequenzen, dem so genannten Akzeptor-Motiv, beeinflusst (Blom et al., 2004; Olsen
et al., 2006; Gnad et al., 2007). Erste Hinweise auf eine potentielle Phosphorylierung des
Y412 des humanen Ebfl, das in umgebenden Peptidsequenzen identisch mit dem murinen
EDbfl ist, lieferten durchflusszytometrische Analysen untransfizierter HEK293T-Zellen unter
Verwendung des Antikorpers a-Ebfl-Y(p)412, Klon 1AS5 (Abbildung 3.1E). In diesen
humanen Zellen, welche endogen EbfI exprimieren (personliche Kommunikation Bettina
Groll, HMGU Miinchen), konnte gegeniiber mit dem Zweitantikorper gefarbten Zellen eine
erhohte Fluoreszenz-Intensitdt beobachtet werden. Ob der Antikorper a-Ebf1-Y(p)412, Klon
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1AS, jedoch fiir humanes Ebfl eine entsprechend hohe Phosphospezifitit wie fiir das murine
Ortholog zeigt, wurde bislang nicht analysiert.

Interessanterweise scheint das Ebf-Ortholog Collier in D. melanogaster ebenfalls an der
Immunantwort beteiligt zu sein. Collier ist hierbei von essentieller Funktion fiir die
Entwicklung von Lamellozyten, einem Zelltyp der Hiamolymphe, nach einem Befall der
Larven durch parasitire Wespen (Shrestha & Gateff, 1982; Rizki & Rizki, 1984; Russo et al.,
1996; Crozatier et al., 2004; Krzemien et al., 2007). Da Collier-defiziente Larven nach einem
Parasiten-Befall keine Lamellozyten bilden konnen (Crozatier et al., 2004), wire es
interessant zu untersuchen, ob Collier ebenfalls diese Tyrosin-Phosphorylierung aufweist und
ob diese, dhnlich wie die Ebfl-Y412-Phosphorylierung in der murinen B-Zell-

Differenzierung, wichtig fiir die Bildung von Lamellozyten ist.

4.1.2 Der Ebfl-Y412-Phosphorylierungsstatus wihrend der B-Zell-
Differenzierung

EDbf1 ist in wt-Mdusen in allen B-Zell-Stadien, mit Ausnahme von Plasmazellen, sowie bereits
in CLPs exprimiert (Abbildung 4.1, S. 120; Hagman et al., 1993; Igarashi et al., 2002; Zhang
et al., 2003; Rumfelt et al., 2006; Roessler et al., 2007; Inlay et al., 2009; Mansson et al.,
2010; Tsapogas et al., 2011). Wie schon beschrieben, scheint Ebfl bereits in CLPs die
Initiierung des B-Zell-Differenzierungsprogramms zu vermitteln. In Ebf7-defizienten Méusen
ist die B-Zell-Differenzierung jedoch nicht im CLP-Stadium, sondern im Préd-Pro-B-
Zellstadium (Fraktion A) arretiert (Lin & Grosschedl, 1995; Zandi et al., 2008; Tsapogas
etal., 2011), sodass die Initiation der EbfI-Expression in CLPs nicht vollstindig mit der
arretierten B-Zell-Differenzierung korreliert. Daher wurde bereits 2008 von Zandi ef al.
dariiber spekuliert, ob die vollstindige Funktion von Ebfl in der frithen B-Zell-
Differenzierung durch beispielsweise posttranslationale Modifikationen reguliert wird.

Diese Theorie wird durch die hier durchgefiihrten Analysen des Ebfl-Y412-
Phosphorylierungsstatus wihrend der B-Zell-Differenzierung, dessen Regulierung sowie der
biologischen und biochemischen Funktion weiter unterstiitzt. So deuten bisherige Ergebnisse
auf eine Ebfl-Y412-Phosphorylierung préferentiell in frithen B-Zell-Stadien hin. Hierbei
konnte mittels intrazelluldrer Durchflusszytometrie unter Verwendung des Antikorpers a-
Ebf1-Y(p)412, Klon 1AS, eine Phosphorylierung in Gesamt-Knochenmarks-, jedoch kaum in
Gesamt-Milzzellen, detektiert werden (Abbildung 3.4). Unter diesen Zellen befinden sich
lediglich die Hardy-B-Zell-Fraktionen E und F, nicht jedoch die friihen B-Zellstadien A-D
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(Allman et al., 2004). Dieses Ergebnis wird durch Analysen sortierter Hardy-B-Zell-
Fraktionen weiter unterstiitzt. Diese deuten auf eine Ebfl-Y412-Phosphorylierung in den
Fraktionen A-E hin (Abbildung 3.6 und Abbildung 4.1, S. 120). In Fraktion F hingegen
konnte, obwohl in diesen Zellen im Vergleich zu Fraktion E eine hohere Ebfl-
Transkriptmenge nachgewiesen wurde, keine Ebf1-Y412-Phosphorylierung detektiert werden.
Zusammen mit den Ergebnissen der Massenspektrometrie, laut derer in der Pri-B-Zelllinie
18-81 nur eine kleine Fraktion der Ebfl-Proteine an Y412 phosphoryliert zu sein scheint,
deutet dies auf eine differentielle Regulation dieser Phosphorylierung wéhrend der B-Zell-
Differenzierung hin. Diese Resultate sollen in zukiinftigen Experimenten weiter bestétigt
werden sowie durchflusszytometrische Analysen der Fraktionen E und F erfolgen. Um
Fraktion C, deren geringe Frequenz im murinen Knochenmark bisherige Analysen
erschwerte, hinsichtlich der Ebf1-Y412-Phosphorylierung zu untersuchen, soll diese Fraktion
in zukiinftigen Versuchen durch die Isolation aus mehreren Mé&usen analysiert werden.
Alternativ soll die intrazellulire Durchflusszytometrie ohne vorhergehende Sortierung
erfolgen, um den Verlust von Zellen wéihrend dieses Prozesses zu vermeiden. Hierbei kdnnen
die Gesamt-Knochenmarkszellen vor der intrazelluldren Férbung des Ebfl-Y(p)412 mit den
entsprechenden Antikorpern gegen die Oberflichen-Antigene B220, CD43, CD24 und BP-1
gefdarbt und anschlieBend mittels Durchflusszytometrie analysiert werden. Des Weiteren
konnten die Analysen des Gesamt-Knochenmarks und der -Milz sowie der Hardy-B-Zell-
Fraktionen C-F weiter verbessert werden, wenn die Antikorper a-Ebf1-Y(p)412, Klon 1AS,
und a-Ebfl-Y(p)412, Klon 3GS5, kovalent an Biotin oder direkt an ein Fluorochrom
konjugiert werden. Hierdurch konnten unspezifische Signale, die durch die alleinige

Verwendung des Zweitantikorpers in diesen Zellen beobachtet wurden, reduziert werden.

4.1.3 Die biologische Funktion der Ebfl-Y412-Phosphorylierung fiir
die B-Zell-Differenzierung

Da durch eine differentielle Regulation der Ebfl-Y412-Phosphorylierung die Funktion von
Ebfl gesteuert werden konnte, wurde im Rahmen dieser Arbeit die biologische Relevanz der
Ebf1-Y412-Phosphorylierung fiir die Entwicklung von B-Zellen analysiert. Hierzu wurde
mittels Punktmutagenese das Tyrosin an Position 412 des Ebfl durch die nicht
phosphorylierbare Aminoséure Phenylalanin substituiert. Hierbei handelt es sich um eine
gingige Aminosduresubstitution zur Analyse von  potentiell relevanten

Phosphorylierungsstellen, da Phenylalanin, wie beispielsweise von Weinmaster et al. (1984)
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beschrieben, die groBte strukturelle Ahnlichkeit zu Tyrosin aufweist, sodass die native
Struktur des Ebfl moglichst nicht beeinflusst werden sollte. Dennoch sollte ausgeschlossen
werden, dass die Aminosdure-Substitution zu einer verdnderten subzellularen Lokalisation des
nukledren Transkriptionsfaktors durch Konformationsinderungen oder Zerstorung eines
nukledren Lokalisationssignals fiihrt. Subzelluldre Lokalisationsstudien mithilfe von transient
mit EbfI-Y412F transfizierten HEK293T-Zellen zeigten hierbei eine dem wt-Ebfl
entsprechende Lokalisation des mutierten Transkriptionsfaktors in der Kernfraktion
(Abbildung 3.11). Weiterhin spricht die dem wt-Ebfl vergleichbare Bindeaktivitit von Ebfl-
Y412 an die  Ebfl-Bindestelle @ des  Mb-I-Promotors  gegen  elementare
Konformationsédnderungen in Folge der Aminosiure-Substitution (Abbildung 3.12).

Zur Untersuchung der biologischen Relevanz der Ebfl-Y412-Phosphorylierung wurde das
Potential Ebf1-Y412F-transduzierter fotaler Leberzellen aus EbfI-defizienten Méusen zur in
vitro- und in vivo-B-Zell-Differenzierung analysiert. Durch Analyse der CD/9-Expression,
eines Oberflichenantigens, das vom Pro-B-Zellstadium (Fraktion B) an wihrend der
gesamten B-Zell-Differenzierung exprimiert wird (Rolink ef al., 1993a, 1994a, 1994b &
1996; Chen et al., 1994), konnte gezeigt werden, dass mit EbfI-Y412F transduzierte
hédmatopoietische Vorlduferzellen aus EbfI-defizienten Mausen einen Defekt in der in vitro
B-Zell-Differenzierung aufweisen (Abbildung 3.9). Wie bereits von Pongubala et al. (2008)
beschrieben, wurde durch eine ektopische EbfI-Expression in Ebfi-defizienten fotalen
Leberzellen die B-Zell-Differenzierung wiederhergestellt (durchschnittlich etwa 63 % CD19-
positive transduzierte fotale Leberzellen). Hingegen fiihrte eine ektopische Expression von
EbfI-Y412F nicht zu einem signifikant erhohten Anteil CD19-positiver Zellen
(durchschnittlich etwa 10 % CD19-positive Zellen) gegeniiber mock-transduzierten Zellen
(durchschnittlich etwa 8 % CD19-positive Zellen).

Durch Transplantation transduzierter fotaler Leberzellen in letal bestrahlte wt-Mause konnte
der in vitro beobachtete Defekt in der B-Zell-Differenzierung weitergehend analysiert werden
(Abbildung 3.10). Hierzu wurde sowohl die CD/9-Expression als auch die Expression von
B220 untersucht, eines Oberflichen-Antigens, das ab dem Préi-Pro-B-Zellstadium
(Fraktion A) an wéhrend der gesamten B-Zell-Differenzierung exprimiert wird (Coffman,
1982; Hardy et al., 1991). Wie bereits in vitro gezeigt wurde, konnte durch die ektopische
Expression von EbfI in Ebfl-defizienten Zellen auch in vivo die B-Zell-Differenzierung
wiederhergestellt werden (durchschnittlich etwa 87 % B220-positive und 93 % CD19-positive
Zellen). Demgegeniiber zeigten mit Ebf1-Y412F transduzierte Zellen ein durchschnittlich um

etwa 75 % reduziertes in vivo-B-Zell-Differenzierungs-Potential. So war der Anteil B220-
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und CD19-positiver Zellen gegeniiber mock-transduzierten Zellen (durchschnittlich etwa 8 %
B220-positive und 3 % CD19-positive Zellen) zwar signifikant erhoht, jedoch zeigten nur
25 % bzw. 19 % der EbfI-Y412F-transduzierten Zellen eine B220- bzw. CD19-Expression.
Obwohl die CD19-Expression dieser Zellen deren Differenzierung in Pro-B-Zellen (Hardy-B-
Zell-Fraktion B) zeigt, demonstriert die lediglich partielle Wiederherstellung der B-Zell-
Differenzierung die funktionelle Relevanz der Ebfl-Y412-Phosphorylierung fiir die
Entwicklung von B-Zellen (Abbildung 4.1). Ob diese Zellen auch spitere B-Zell-Stadien
durchlaufen oder moglicherweise ebenfalls eine arretierte B-Zell-Entwicklung zeigen, soll in
zukiinftigen Versuchen durch Analyse der CD24-, BP-1-, IgM- und IgD-Expression sowie des

VDJy-Rekombinationsstatus untersucht werden.

wt
Pra-Pro B Pro-B Pro-B Pra-B unreife B reife B
HSC LMPP CLP
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Abbildung 4.1: Schematische Darstellung des Ebf1-Y412-Phosphorylierungsstatus wihrend der
B-Zell-Differenzierung, der vorhandenen B-Zell-Stadien in wt- und EbfI-defizienten Miusen
sowie des B-Zell-Differenzierungs-Potentials Ebf1-Y412F-transduzierter Zellen in vivo

Im wt dargestellt sind die detektierte Ebf1-Y412-Phosphorylierung in den Fraktionen (Fr.) A-E, die
Gesamt-Ebf]-Expression wihrend der B-Zell-Differenzierung sowie die Expression des /L-7Rs, B220
und CDI9. Eine Schraffierung kennzeichnet eine Reduktion in der jeweiligen Fraktion in EbfI-
defizienten Tieren sowie Ebf1-Y412F-transduzierter Zellen in vivo im Vergleich zu wt-Méusen.
HSC = hématopoietische Stammzelle (hematopoietic stem cell); LMPP = lymphoid-geprigter
multipotenter Vorldufer (lymphoid-primed multipotent progenitor); CLP = gemeinsamer lymphoider
Vorlaufer (common lymphoid progenitor)
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In zukiinftigen Versuchen sollen bisherige Ergebnisse des Weiteren anhand hdherer
Tierzahlen weiter bestitigt werden und zudem das experimentelle System zur in vivo-B-Zell-
Differenzierung dahingehend weiter etabliert werden, dass die Anzahl transduzierter fotaler
Leberzellen im Knochenmark rekonstituierter Tiere moglichst erhoht wird. Obwohl auch in
wt-Méusen die friihen Hardy-B-Zell-Fraktionen A-C generell nur in geringer Frequenz im
Knochenmark vorhanden sind (Abbildung 3.5), waren besonders EbfI-transduzierte Zellen
meist nur in geringer Anzahl im Knochenmark rekonstituierter Tiere detektierbar. Dies konnte
in der retroviralen Transduktion der Zellen und dem Zeitpunkt der Analyse rekonstituierter
Mause begriindet sein. Da Retroviren nur sich teilende Zellen infizieren (Rubin & Temin,
1959; Varmus et al., 1977; Roe etal., 1993) und somit préiferentiell hdmatopoietische
Vorlduferzellen anstelle ruhender Stammzellen transduziert werden diirften, konnte die
bisherige Analyse nach 4-6 Wochen zu einem Zeitpunkt erfolgt sein, in dem bereits ein
Grofteil der EbfI-transduzierten Zellen die B-Zell-Differenzierung durchlaufen hat. Um diese
Vermutung zu bestétigen, soll daher in Zukunft die Analyse der rekonstituierten Miuse
bereits nach etwa 2-3 Wochen erfolgen. Da Lentiviren in der Lage sind, nicht proliferierende
Zellen zu infizieren (Naldini ef al., 1996), konnte die Transduktion der fotalen Leberzellen
alternativ auch mittels eines lentiviralen Transduktionssystems erfolgen, um ruhende
Stammzellen zu transduzieren und somit eine Langzeit-Rekonstitution der Miuse zu erzielen.
Zudem konnte versucht werden, die Transduktionsraten fotaler Leberzellen weiter zu erh6hen
oder die Anzahl kotransplantierter Knochenmarkszellen weitmdglichst zu reduzieren, um so
die Rekonstitution préferentiell durch transduzierte fotale Leberzellen zu ermdglichen.

Des Weiteren wire es interessant, Mause ebenfalls mit Ebf7-Y412D-transduzierten Zellen zu
rekonstituieren. Da diese aktivierende Mutante eine Phosphorylierung des Ebfl-Y412
imitiert, wire zu erwarten, dass die B-Zell-Differenzierung in diesen Zellen, dhnlich wie in
wt-Ebfi-transduzierten Zellen, wiederhergestellt wird.

Zusammenfassend konnte durch die lediglich partielle Wiederherstellung der B-Zell-
Differenzierung in EbfI1-Y412F-transduzierten Zellen die funktionelle Relevanz dieser
Phosphorylierung fiir die vollstindige Aktivitdit von Ebfl in der Hardy-B-Zell-Fraktion A
gezeigt werden. EbfI wird jedoch, wie bereits erwdhnt (s.S. 15 ff)), ebenfalls in CLPs
exprimiert und vermittelt in diesen Zellen durch Aktivierung B-Zell-spezifischer Gene die
Spezifizierung in B-Zellen, wihrend die Differenzierung in andere Zelltypen unterdriickt
wird. Daher soll in Zukunft untersucht werden, ob die Ebf1-Y412-Phosphorylierung bereits in
diesen Zellen erfolgt und dort ebenfalls von funktioneller Relevanz ist oder ob diese

Phosphorylierung lediglich die vollstindige Aktivitdt von Ebfl in Fraktion A reguliert.
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4.1.4 Die Regulation der Ebfl1-Y412-Phosphorylierung wiahrend der B-
Zell-Differenzierung

Zur Charakterisierung der Regulation der Ebfl-Y412-Phosphorylierung wurden in dieser
Arbeit zudem Studien zu potentiell beteiligten Kinasen durchgefiihrt. Der Ebfl-Y412-
Phosphorylierungsstatus sowie der beobachtete Defekt in der frithen B-Zell-Differenzierung
Ebf1-Y412F-transduzierter Zellen deuteten hierbei auf einen Einfluss IL-7-vermittelter
Signaliibertragung auf die Ebfl-Y412-Phosphorylierungsmenge hin. So korreliert die
praferentiell in frithen B-Zellstadien detektierte Ebfl-Y412-Phosphorylierung scheinbar
nahezu vollstindig mit der Expression des /L-7Rs (Abbildung 4.1, S. 120). Dieser wird in
einer Subpopulation der LMPPs, der CLPs sowie in frithen B-Zell-Stadien exprimiert, jedoch
nicht mehr nach der produktiven Umlagerung der leichten Immunglobulinkette, die in Pra-B-
Zellen (Fraktion D) initiiert wird (Bossy et al., 1991; Hardy et al., 1991; Henderson et al.,
1992; Faust et al., 1993; Kondo et al., 1997; Adolfsson et al., 2005). Des Weiteren ist in /L-7-
oder /L7-Ra-defizienten Mausen die B-Zell-Differenzierung, dhnlich wie in Ebf7-defizienten
Mausen, im Pra-Pro-B-Zell-Stadium arretiert (Peschon et al., 1994; von Freeden-Jeffry et al.,
1995; Kikuchi et al., 2005) und bisher publizierte Daten lassen vermuten, dass die IL-7-
vermittelte Signaliibertragung von essentieller Bedeutung fiir die vollstindige Induktion der
EbfI-Expression und somit die Initiierung des B-Zell-Differenzierungsprogramms ist
(s.S.23 ff.)). So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die IL-7-vermittelte
Signaliibertragung zu einer Aktivierung des Jak/Stat-Signalwegs fiihrt und dass die
Expression von Ebfl in IL7-Ra-defizienten Pra-Pro-B-Zellen durch eine ektopische
Expression von Stat5 induziert werden kann (Lin et al., 1995; Goetz et al., 2004; Kikuchi
et al., 2005; Roessler etal, 2007). Um zu untersuchen, ob die IL-7-vermittelte
Signaliibertragung ebenfalls die Phosphorylierung von Ebfl-Y412 beeinflusst, wurde die
Phoshorylierungsmenge in verschiedenen murinen B-Zelllinien nach einer Stimulation oder
Inhibition der IL-7-vermittelten Signaliibertragung analysiert.

Hierbei resultierte eine exogene IL-7-Stimulation in einer erhohten Ebfl-Y412-
Phosphorylierungsmenge in den Zelllinien Ba/F3 und 70Z/3 (Abbildung 3.17). Wéhrend nach
der IL-7-Stimulation in Ba/F3-Zellen jedoch ebenfalls eine erhdhte Gesamt-Ebfl-Menge zu
beobachten war, reagierte die Zelllinie 70Z/3 lediglich mit einer Erhohung der Ebfl-Y412-
Phosphorylierungsmenge bei durchschnittlich gleich bleibender Gesamt-Ebf1-Menge. In der
Zelllinie 18-81 hingegen konnte nach der Stimulation mit IL-7 weder eine Zunahme der
Gesamt-Ebfl- noch der Ebfl-Y(p)412-Menge beobachtet werden, obwohl eine Expression
des IL-7Rs in diesen Zellen bereits gezeigt werden konnte (Park efal., 1990). Die

122



Diskussion

unterschiedliche Reaktion auf die IL-7-Stimulation kdnnte in dem unterschiedlichen B-Zell-
Differenzierungsstatus der transformierten Zelllinien oder deren differentieller Gesamt-Ebf1-
und Ebfl-Y(p)412-Menge begriindet sein (Abbildung 3.15). Bisherige Ergebnisse deuten
darauf hin, dass je hoher die Gesamt-Ebf1- sowie die Ebfl1-Y412-Phosphorylierungsmenge in
den Zellen war, desto weniger reagierten diese auf die IL-7-Stimulation mit einer weiteren
Erhohung der Ebf1-Expression und der Ebf1-Y(p)412-Menge.

Einen weiteren Hinweis auf den Einfluss der IL-7-vermittelten Signaliibertragung auf die
Ebf1-Y412-Phosphorylierung lieferten Analysen der Ebfl-Y(p)412-Menge in Ba/F3-Zellen
nach einer Inhibition von Jak-Kinasen mittels des Inhibitors TG101348. Hierbei konnte in
Inhibitor-behandelten Zellen durchschnittlich eine Reduktion der Gesamt-Ebf1-Menge sowie
der Ebf1-Y412-Phosphorylierungsmenge beobachtet werden (Abbildung 3.18).

Fiir eine Jak-vermittelte Ebfl-Y412-Phosphorylierung wiirde zudem sprechen, dass diese
Phosphorylierung mittels Massenspektrometrie von ektopisch exprimiertem Ebf1 ebenfalls in
HEK?293T detektiert werden konnte und bekannt ist, dass die Jak-Kinasen, mit Ausnahme von
Jak3, ubiquitidr exprimiert sind (Johnston et al., 1994; Witthuhn ef al., 1994; Winston &
Hunters, 1995).

Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass eine exogene IL-7-Stimulation in
einer erhdhten Ebf1-Y412-Phosphorylierungsmenge resultiert, wihrend die Inhibition der in
der IL-7-vermittelten Signaliibertragung involvierten Jak-Kinasen zu einer Reduktion der
Ebf1-Y(p)412-Menge fiihrte. Diese Vermutung soll in zukiinftigen Versuchen weiter bestétigt
werden, u.a. durch Analyse der Ebf1-Y412-Phosphorylierungsmenge in den Zelllinien Ba/F3
und 70Z/3 nach einer kombinierten IL-7-Stimulation und Behandlung mit dem Jak-Inhibitor
TG101348. Zudem sollen neben den verschiedenen Zelllinien auch primére B-Zellvorldufer
aus der Maus isoliert und nach der IL-7-Stimulation bzw. Jak-Inhibitor-Behandlung beziiglich
der Ebf1-Y412-Phosphorylierungsmenge analysiert werden.

Interessant wiére es weiterhin zu untersuchen, ob Ebfl mdglicherweise direkt durch Jak-
Kinasen phosphoryliert werden kann. Inzwischen wird angenommen, dass die Jak-Kinasen
nicht nur in der Aktivierung der Stat-Proteine im Zytoplasma fungieren, sondern auch im
Nukleus an der Stabilisierung nukledrer Faktoren sowie an der Chromatin-Modulierung im
Zuge der Genaktivierung beteiligt sein konnen (Nilsson et al., 2006; Shi et al., 2006; Li,
2008; Dawson et al., 2009; Helmer et al., 2010; Liu et al., 2011). Es konnte beispielsweise
gezeigt werden, dass die humane Jak2-Kinase nicht nur im Zytoplasma, sondern ebenfalls im
Nukleus hdmatopoietischer Zellen lokalisiert ist und dort direkt das Y41 des Histons H3
phosphoryliert (Dawson et al., 2009). So konnte Ebfl durch Jak-Kinasen entweder direkt
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wiahrend oder nach der Translation im Zytoplasma oder erst im Nukleus phosphoryliert
werden (Abbildung 4.2) und so in Abhéngigkeit IL-7-vermittelter Signaliibertragung in seiner

Funktion reguliert werden.

Ebf1-Y412-Phosphorylierung im Zytoplasma Ebf1-Y412-Phosphorylierung im Zellkern

IL-2Ry —v— IL-7Ra IL-2Ry —v— IL-7Ra

Zellmembran Zellmembran

I Kernmembran Kernmembran

+1 +1

Abbildung 4.2: Mogliches Modell zur potentiellen Phosphorylierung von Ebf1-Y412 durch Jak-
Kinasen infolge der IL-7-vermittelten Signaliibertragung

A + B: In Abhéngigkeit IL-7-vermittelter Signaliibertragung konnten Jak-Kinasen entweder direkt
(Pfeil) oder indirekt (gestrichelter Pfeil) die Ebfl-Y412-Phosphorylierung im Zytoplasma (A) oder
alternativ im Zellkern (B) katalysieren.
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4.1.5 Die Relevanz der Ebfl-Y412-Phosphorylierung fiir die Ebfl-
induzierte Zielgen-Expression

In welchem Ausmal die Phosphorylierung von Ebf1-Y412 die zentrale Funktion von Ebf1 in
dem komplexen Netzwerk aus Transkriptionsfaktoren beeinflusst, welches die frithe B-Zell-
Differenzierung reguliert, ist bisher noch nicht ausreichend charakterisiert. So wurden von
Treiber et al. (2010b) kiirzlich insgesamt 565 Gene identifiziert, die in vivo durch Ebfl
aktiviert, reprimiert oder in ihrer Chromatinstruktur moduliert werden.

Um jedoch erste Hinweise auf den Mechanismus zu erhalten, der in dem beobachteten Defekt
in der B-Zell-Differenzierung Ebf1-Y412F-transduzierter hdmatopoietischer Zellen resultiert,
wurden in dieser Arbeit ebenfalls biochemische Funktionen des mutierten
Transkriptionsfaktors analysiert. Die Ebfl-Y412-Phosphorylierungsstelle ist am Ende der
dritten Helix der konservierten HLH-Doméne lokalisiert (Abbildung 1.7D; Hagman & Lukin,
2005), welche die Dimerisierung der Ebfl-Proteine und somit deren DNA-Bindung
vermittelt. Gelretardierungsexperimente zeigten jedoch eine dem wt-Ebfl vergleichbare
Bindeaktivitit von Ebfl-Y412F an die EbfI-Bindestelle des Mb-I-Promotors
(Abbildung 3.12), sodass zumindest in diesem experimentellen System die DNA-Bindung
nicht durch den Ebfl-Y412-Phosphorylierungsstatus beeinflusst wurde. Dennoch konnte die
Bindung von Ebfl an endogenes Chromatin von Ebf1-Zielgenen in B-Zellen durch die Ebf1-
Y412-Phosphorylierung moduliert werden. Um die Bindung an bekannte Ebfl-Zielgene in
vivo zu untersuchen, sollen daher in zukiinftigen Versuchen Chromatin-Immunprizipitationen
von ektopisch in B-Zelllinien exprimiertem EbfI-Y412F-Flag unter Verwendung des anti-
Flag-Antikorpers durchgefiihrt werden. Zur Analyse sdmtlicher Bindestellen von Ebf1-Y412F
konnten des Weiteren, dhnlich wie von Treiber ef al. (2010b) beschrieben, Genom-weite
,»ChIP-on-Chip*“-Analysen dieser Zellen durchgefiihrt werden und mit EbfI-transfizierten
Zellen sowie den verdffentlichen Daten (Treiber et al., 2010b) verglichen werden. Da
bisherige Ergebnisse darauf hindeuten, dass nur eine Fraktion des Ebfl in den verwendeten B-
Zelllinien phosphoryliert ist, wére es des Weiteren interessant, die ,,ChIP-on-Chip*“-Analyse
ebenfalls mit Zellen durchzufiihren, welche die aktivierende Mutante Ebfl-Y412D-Flag
exprimieren.

Denkbar wire auch, dass die HLH-Doméne nicht nur die Dimerisierung von Ebf-Proteinen,
sondern auch die Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren vermittelt und so,
womoglich beeinflusst durch die Ebf1-Y412-Phosphorylierung, die Expression von Zielgenen

steuert. Obwohl Ebfl seit 1991 weitreichend charakterisiert wurde, konnten bisher jedoch

125



Diskussion

keine interagierenden Proteine von Ebfl in der B-Zell-Differenzierung identifiziert werden.
Es wire jedoch auch mdglich, dass die Ebfl1-Y412-Phosphorylierung nicht die Dimerisierung
bzw. Interaktion mit anderen Proteinen, sondern, bedingt durch deren Lokalisation am Ende
der dritten Helix, die nachfolgende Transaktivierungsdoméne beeinflusst. Es ist bekannt, dass
Phosphorylierungsstellen hdufig in Gelenkstrukturen von Proteinen lokalisiert sind (Dunker
et al., 2002; Takoucheva et al., 2004; Gnad et al., 2007; Jimenez et al., 2007). Obwohl iiber
die Kristallstruktur der Transaktivierungsdomine bisher nichts bekannt ist, wire es denkbar,
dass die Ebfl-Y412-Phosphorylierung die Orientierung dieser Doméne relativ zur HLH-
Domine und somit deren Funktion beeinflusst. So deuten bisherige im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrte Experimente auf ein reduziertes Transaktivierungspotential des Ebfl-Y412F
hin. Mittels Luziferase-Reporter-Assays konnte gezeigt werden, dass Modifikationen der
Aminosdure Y412 die Transaktivierung des Lambda5-Promotors beeinflussen
(Abbildung 3.13). Wie bereits von Sigvardsson etal. (1997) beschrieben, fiihrte die
Transfektion von Ba/F3-Zellen mit EbfI zu einer Aktivierung des Lambda5-Promotors.
Demgegeniiber war das Transaktivierungspotential von Ebfl-Y412F durchschnittlich um
etwa 28 % reduziert. Interessanterweise bewirkte die Expression der aktivierenden Mutante
Ebf1-Y412D, die eine Phosphorylierung des Y412 imitiert, wiederum eine dem wt-Ebfl
entsprechende Transaktivierung, was einen weiteren Hinweis auf die funktionelle Relevanz
der Ebf1-Y412-Phosphorylierung liefert. Hingegen wurde die von Sigvardsson et al. (1997)
in Ba/F3-Zellen beschriebene gesteigerte Aktivierung des Lambda5-Promotors durch Ebfl in
Kombination mit E2A durch Modifikationen der Aminosdure Y412 nicht signifikant
beeinflusst, was darauf hindeutet, dass Ebfl-Y412F synergistisch mit E2A die
Transaktivierung von Lambda5 vermitteln kann. In der Literatur beschrieben ist des Weiteren
die Aktivierung der B-Zell-spezifischen Gene Pax5, VpreB und Mb-1 durch Ebfl und E2A
(Sigvardsson et al., 1997; O'Riordan & Grosschedl, 1999; Roessler et al., 2007). Daher soll
zukiinftig auch das Potential von Ebfl-Y412F und E2A zur synergistischen Aktivierung
dieser Gene untersucht werden.

Des Weiteren zeigte eine erste Analyse der Ebfl-Y412F-induzierten Expression von Ebfl-
Zielgenen in Ba/F3-Zellen eine im Vergleich zu wt-Ebfl um 17 % bzw. 30 % reduzierte
Transaktivierung der Gene VpreB und Mb-1 (Abbildung 3.14). Diese kodieren fiir
Komponenten des Pra-BCRs und sind somit von essentieller Bedeutung fiir die B-Zell-
Differenzierung (s. S. 12 ft.).

Zusammenfassend deuten bisherige Ergebnisse darauf hin, dass das Potential von Ebfl-

Y412F zur Transaktivierung verschiedener Ebfl-Zielgene reduziert ist. Hierbei wire es
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denkbar, dass selbst eine um bis zu 30 % reduzierte Zielgen-Expression den beobachteten
Defekt in der B-Zell-Differenzierung Ebf1-Y412F-transduzierter Zellen verursacht, besonders
falls mehrere Zielgene betroffen sind oder diese Gen-Dosis-abhingige Effekte zeigen. Daher
soll dieses Resultat in zukiinftigen Versuchen weiter bestitigt und zudem weitere bekannte
und fiir die B-Zell-Differenzierung essentielle Ebf1-Zielgene wie Pax5, B29, Rag-1, Rag-2
oder CD19 analysiert werden. Hierbei ist die Ebfl-Y412F-induzierte Expression von Pax5
von besonderem Interesse, da Pax5 essentielle B-Zell-spezifische Gene wie Mb-1, CD19 und
Bink aktiviert und den kontinuierlichen Erhalt der B-Zell-Identitdt gewéhrleistet (Nutt et al.,
1999 & 2001; Cobaleda et al., 2007). Zusétzlich zu diesen Ebfl-Zielgen-Studien in der
murinen B-Zelllinie Ba/F3 ist es geplant, EbfI-Y412F-transduzierte Zellen aus dem
Knochenmark rekonstituierter Méuse zu sortieren und mittels quantitativer Realtime-PCR
beziiglich der Expression der oben genannten Ebfl-Zielgene zu analysieren. Alternativ
konnten Ebf1-defiziente Pra-Pro-B-Zellen (Fraktion A) auch, dhnlich wie bereits beschrieben
(Pongubala et al., 2008; Treiber et al., 2010b), retroviral mit Ebf1-Y412F transduziert werden
und die Expression bekannter Ebf1-Zielgene bereits nach 24 h mittels quantitativer Realtime-
PCR analysiert oder ein DNA-Micro-Array dieser Zellen durchgefiihrt werden.

Anhand des Mb-I-Promotors sollen in zukiinftigen Versuchen erste Aussagen liber die
gleichzeitige Fahigkeit von Ebfl-Y412F zur DNA-Bindung, Chromatin-Modulation, und
synergistischen Transaktivierung mit Runx1 gewonnen werden. Hierzu soll die Zelllinie uM.2
verwendet werden, die sich von der Plasmazytom-Zelllinie 558LuM ableitet und in Folge
einer Hypermethylation des Mb-/-Promotors kein IgM auf der Zelloberflache exprimiert
(Hombach et al., 1988a & 1988b; Maier et al., 2003). Maier et al. (2004) konnten bereits
zeigen, dass Ebfl eine Demethylierung und einen nukleosomalen Umbau des Mb-1-
Promotors in uM.2-Zellen vermittelt und zusammen mit dem Transkriptionsfaktor Runx1 die
Mb-1-Transkription aktiviert, wodurch IgM auf der Zelloberfliche exprimiert wird. Daher
wiirde es eine ektopische Expression von Ebf1-Y412F in diesen Zellen erlauben, das Potential
des mutierten Transkriptionsfaktors zur Demethylierung des AMb-I-Promotors, gemessen
durch Natriumbisulfit-Behandlung der DNA mit anschlieBender DNA-Sequenzierung, zu
untersuchen. Mittels durchflusszytometrischer Analyse der IgM-Oberflachenexpression nach
einer Koexpression von Ebf1-Y412F und Runx1 hingegen soll das Potential von Ebf1-Y412F
zur synergistischen Transaktivierung des Mb-/-Promotors analysiert werden.
Zusammenfassend konnen nur durch zukiinftige Analysen zahlreicher weiterer Ebf1-Zielgene

Hinweise darauf gewonnen werden, inwieweit die Phosphorylierung von Ebfl-Y412 die
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Funktionen von Ebfl zur Aktivierung, Repression und Chromatin-Modulation der bisher

identifizierten 565 Gene beeinflusst.

4.2 Untersuchungen zur Redundanz von Ebf-Proteinen

4.2.1 Stellt die B-Zell-Differenzierung ein geeignetes System fiir
Analysen potentiell redundanter Wirkungsweisen der Ebf-Proteine
dar?

Unter dem Begriff Redundanz versteht man das zusétzliche, moglicherweise iiberfliissige
Vorhandensein funktionell gleicher Ressourcen. Eine potentielle Redundanz der Ebf-Proteine
ist seit mehreren Jahren Gegenstand kontroverser Diskussionen. So werden fiir die Proteine
der Ebf-Familie sowohl redundante als auch spezifische Funktionen vermutet (s. S. 34).

Die Ebf-Proteine Ebfl-4 aus M. musculus zeigen mit einer Ubereinstimmung der
Proteinsequenz von mehr als 75 % untereinander einen hohen Homologiegrad und sind in
vielen murinen Geweben simultan und {iberlappend exprimiert (s. S. 34 ff). Die hohe
Homologie und iiberlappende Expressionsmuster sowie die Tatsache, dass die Ebf-Proteine in
Form von Homo- oder Heterodimeren an dieselbe DNA-Sequenz binden (Hagman et al.,
1993 & 1995; Travis et al., 1993; Wang & Reed, 1993; Wang et al., 1997; Wang et al., 2002;
Treiber ef al, 2010a), lassen eine redundante Funktion vermuten. Analysen potentiell
redundanter Wirkungsweisen werden in vielen Geweben jedoch durch die simultane und
iiberlappende Expression der Ebf-Proteine erschwert. So kann beispielsweise im Gehirn und
olfaktorischen Epithel EbfI-defizienter Méuse, in denen alle vier Ebf-Proteine koexprimiert
sind, keine abnormale Entwicklung beobachtet werden (Lin & Grosschedl, 1995). In B-Zellen
hingegen ist EbfI als einziges Mitglied der Ebf-Familie exprimiert und durch eine ektopische
Ebf1-Expression in Ebf]-defizienten himatopoietischen Vorldufern kann die in diesen Zellen
arretierte ~ B-Zell-Differenzierung  wiederhergestellt ~ werden  (Abbildung 3.9 und
Abbildung 3.10; Pongubala et al., 2008). Daher eignet sich dieses experimentelle System, um
potentiell redundante Wirkungsweisen der murinen Ebf-Proteine anhand der B-Zell-

Differenzierung zu untersuchen.
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4.2.2 Ebf2-, Ebf3- und Ebf4-transduzierte fotale Leberzellen zeigen
einen Defekt in der in vitro-B-Zell-Differenzierung

Um zu untersuchen, ob die anderen Ebf-Proteine die essentielle Funktion von Ebfl in der
friihen B-Zell-Differenzierung iibernehmen konnen, wurde das Potential Ebf2-, Ebf3- oder
Ebf4-transduzierter fotaler Leberzellen aus EbfI-defizienten Miusen zur in vitro-B-Zell-
Differenzierung analysiert. Durch Analyse der CD/9-Expression konnte gezeigt werden, dass
keines der Ebf-Proteine in der Lage war, die arretierte B-Zell-Differenzierung dieser Zellen
wiederherzustellen (Abbildung 3.21). So fiihrte eine ektopische Expression von Ebf2, Ebf3
oder Ebf4 nicht zu einem erhohten Anteil CD19-positiver Zellen (durchschnittlich zwischen
etwa 6,8-7,6%  CDI19-positive  Zellen) gegeniiber mock-transduzierten  Zellen
(durchschnittlich etwa 8 % CD19-positive Zellen).

Somit konnte anhand dieses experimentellen Systems gezeigt werden, dass weder Ebf2, Ebf3
noch Ebf4 die Funktion von Ebfl in der B-Zell-Differenzierung ersetzen kdnnen. Dies liefert
einen Hinweis darauf, dass die Ebf-Proteine nicht generell in ihrer Wirkungsweise redundant
sind, sondern vermutlich Gewebe- bzw. Zelltyp-abhingig redundante oder spezifische
Funktionen ausiiben kénnen. So wird vermutet, dass Ebf2 und Ebf4 die evolutionir dltesten
Ebf-Proteine sind, da diese die hochste Verwandtschaft zu den Invertebraten-Ebf-Proteinen
Collier und Unc zeigen, und dass £bf1 und Ebf3 durch Gen-Duplikationen von Ebf2 und Ebf4
entstanden sind (Liberg ef al., 2002). Daher wire es denkbar, dass die Funktion von Ebfl in
der B-Zell-Differenzierung durch eine evolutionér spitere Anpassung speziell an B-Zellen
entstanden ist und dass daher weder Ebf2, Ebf3 noch Ebf4 diese Funktion iibernehmen
konnen.

Um den Defekt in der in vitro B-Zell-Differenzierung weitergehend zu bestétigen, soll in
zukiinftigen Versuchen ebenfalls das Potential der mit Ebf2, Ebf3 oder Ebf4 transduzierten
Zellen zur in vivo-B-Zell-Differenzierung nach einer Transplantation in letal bestrahlte Méuse
untersucht werden. Zudem soll anhand der B220-Expression in diesen Zellen analysiert
werden, ob die Ebf-Proteine zumindest partiell die B-Zell-Differenzierung in der Hardy-B-
Zell-Fraktion A wiederherstellen.

Die Ursachen fiir den Defekt in der B-Zell-Differenzierung in den mit Ebf2, Ebf3 oder Ebf4
transduzierten Zellen sind bisher noch nicht bekannt. Da die B-Zell-Differenzierung durch ein
komplexes Netzwerk verschiedener Transkriptionsfaktoren reguliert wird, konnten selbst
geringfiigige Unterschiede in funktionellen Domédnen die Dimerisierung, Protein-Protein-

Interaktionen noch unbekannter Art und/oder die DNA-Bindung und somit die Expression
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essentieller B-Zell-spezifischer Gene beeinflussen. So ist bisher lediglich fiir Ebfl, nicht
jedoch fiir die anderen Ebf-Proteine, die Kristallstruktur bekannt (Treiber et al., 2010a). Die
DNA-Bindedoméne, die zusammen mit dem darin lokalisierten Zink-Finger-Motiv die
Bindung an DNA vermittelt, ist mit bis zu 98 % identischer Proteinsequenz innerhalb der
murinen Ebf-Proteine hoch konserviert (Hagman et al., 1993 & 1995; Schwabe & Klug,
1994; Treiber et al., 2010a). Fiir Ebf1-4 konnte bereits gezeigt werden, dass diese in vitro in
Form von Homo- und Heterodimeren an dieselbe DNA-Sequenz, einer Variation der
palindromischen Sequenz 5'-ATTCCCNNGGGAAT-3’, binden (Hagman et al., 1993 &
1995; Travis et al., 1993; Wang & Reed, 1993; Wang et al., 1997; Wang et al., 2002; Treiber
etal., 2010a). Des Weiteren konnte eine Bindung aller murinen Ebf-Proteine an die
Nukleotidsequenz 5'-CAAGGGAAT-3" im Mb-I-Promotor beobachtet werden (personliche
Kommunikation Bettina Groll, HMGU Miinchen). Die ausgeprigte Homologie in der DNA-
Bindedoméne sowie die Bindung aller Ebf-Proteine an dieselbe DNA-Sequenz deuten darauf
hin, dass der oben beschriebene Defekt in der B-Zell-Differenzierung in mit Ebf2, Ebf3 oder
Ebf4 transduzierten hdmatopoietischen Zellen aus EbfI-defizienten Embryonen vermutlich
nicht auf Unterschiede in der DNA-Bindeaktivitit der Ebf-Proteine zuriickzufiihren ist. Ob
die DNA-Bindung der Ebf-Proteine jedoch auch an endogenes Chromatin von Ebfl-
Zielgenen in B-Zellen erfolgt, konnte, wie fiir Ebfl1-Y412F beschrieben (s. S. 125 ff.), durch
Chromatin-Immunprazipitationen untersucht werden.

Zur ldentifizierung funktionell relevanter Bereiche des Ebfl fiir die B-Zell-Differenzierung
wurden im Rahmen dieser Arbeit bereits Konstrukte fiir verschiedene Ebfl/Ebf3-
Fusionsproteine generiert, deren Potential zur in vitro- und in vivo-B-Zell-Differenzierung in
Ebfl-defizienten Zellen zukiinftig analysiert werden soll. Da Ebfl und Ebf3 innerhalb der
murinen Ebf-Proteine die groBte Ubereinstimmung in der Proteinsequenz aufweisen
(Dubois & Vincent, 2001), Ebf3 im Gegensatz zu Ebfl jedoch nicht die B-Zell-
Differenzierung in EbfI-defizienten Zellen wiederherstellt, wurden die Konstrukte dabei so
hergestellt, dass immer groBere C-terminal gelegene Bereiche des Ebf3 durch die

entsprechenden Bereiche des Ebf1 substituiert werden (Abbildung 4.3).

130



Diskussion
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Abbildung 4.3: Generierung von Konstrukten fiir verschiedene Ebf1/Ebf3-Fusionsproteine

Zur Generierung der Konstrukte wurden immer groere C-terminale Bereiche des Ebf3 (blau) durch
die entsprechenden Bereiche des Ebfl (griin) ersetzt. Angegebene Prozentzahlen geben die
Ubereinstimmung in der Proteinsequenz der jeweiligen Domine des Ebf3 in Relation zu Ebfl an
(in Anlehnung an Dubois & Vincent, 2001; Liao, 2009; Hiechinger, 2010; personliche
Kommunikation Bettina Groll, HMGU Miinchen). DBD: DNA-Bindedoméne; IPT/TIG:
Immunoglobulin-like, plexins, transcription factors/transcription factor immunoglobulin, HLH: Helix
Loop Helix; TAD: Transaktivierungsdomine.

Die C-terminal gelegene Transaktivierungsdomine, welche die Transaktivierung von Ebf-
Zielgenen vermittelt, ist mit bis zu 79 % identischer Proteinsequenz die unter den EDbf-
Proteinen am wenigsten konservierte Domine (Hagman et al., 1995). Wang et al. (2002)
beschrieben fiir Ebf4 im Luziferase-Reporter-Assay im Gegensatz zu den Proteinen Ebfl-3
nur ein schwaches Transaktivierungspotential, was durch die vergleichsweise geringe
Homologie der Transaktivierungsdomine begriindet sein konnte. Um erste Hinweise auf die
Ursachen der defekten B-Zell-Differenzierung in mit Ebf2, Ebf3 oder Ebf4 transduzierten
Ebfl-defizienten Zellen zu erhalten, wurde daher im Rahmen dieser Arbeit die Fahigkeit der
Proteine Ebfl-4 zur Transaktivierung B-Zell-spezifischer Gene analysiert. In dem hier
durchgefiihrten Luziferase-Reporter-Assay konnte eine vergleichbare Induktion des
Lambda5-Promotors durch Ebf1-4 gezeigt werden (Abbildung 3.22). Hingegen des von Wang
et al. (2002) fiir Ebf4 beschriebenen reduzierten Transaktivierungspotentials bewirkte Ebf4 in
diesem experimentellen System im Vergleich zu Ebfl-3 keine verminderte Induktion des
Lambda5-Promotors. Der von Wang et al. (2002) durchgefiihrte Luziferase-Reporter-Assay
wurde jedoch in HEK293T-Zellen mit Hilfe eines Reporter-Plasmids durchgefiihrt, welches

131



Diskussion

10 konkatemerisierte Ebf-Bindestellen enthélt und Ebf-abhidngig das Luziferase-Reportergen
unter Kontrolle des nativen SV40-Promotors exprimiert (Wang et al., 1997 & 2002). Das
Transaktivierungspotential von Ebf4 konnte demnach Promotor-abhdngig bzw.
gewebsspezifisch sein.

Zur Analyse des Potentials der Ebf-Proteine zur Transaktivierung endogener B-Zell-
spezifischer Gene wurde in der murinen Pro-B-Zelllinie Ba/F3 die Ebfl-4-induzierte
Expression von VpreB und Mb-1 analysiert (Abbildung 3.23). Eine erste Analyse deutete
hierbei bei vergleichbarer Ebf~-Expression auf eine differentielle Induktion dieser Gene durch
Ebf1-4 hin. Zwar bewirkten alle vier Ebf-Proteine gegeniiber mock-transfizierten Zellen eine
Transaktivierung von VpreB und Mb-1, deren Induktion durch die verschiedenen Ebf-Proteine
divergierte allerdings zwischen 5- bis 42-fach. Hierbei zeigten Ebfl und Ebf2 ein
vergleichbares Transaktivierungspotential, wobei Ebf2 gegeniiber Ebfl sogar eine leicht
erhohte Induktion der beiden Gene bewirkte, wihrend demgegeniiber das
Transaktivierungspotential von Ebf3 und Ebf4 um bis zu 85 % reduziert war. Diese potentiell
unterschiedliche Féhigkeit der Ebf-Proteine zur Transaktivierung B-Zell-spezifischer Gene
konnte eine mogliche Ursache fiir den beobachteten Defekt in der B-Zell-Differenzierung in
den mit Ebf3 oder Ebf4 transduzierten EbfI-defizienten Zellen sein und soll daher in
zukiinftigen Versuchen weitergehend bestitigt werden. Des Weiteren soll die
Transaktivierung weiterer bekannter und fiir die B-Zell-Differenzierung essentieller Ebfl-
Zielgene wie Pax5, B29, Rag-1, Rag-2 oder CD19 durch Ebf2-4 und zudem das Potential der
oben beschriebenen Ebfl/Ebf3-Fusionsproteine zur Aktivierung dieser Gene analysiert
werden.

Interessant wire es des Weiteren zu untersuchen, ob die anderen Ebf-Proteine in B-Zellen
ebenfalls eine dem Ebfl-Y412 entsprechende Tyrosin-Phosphorylierung zeigen. Obwohl
dieses Tyrosin in allen murinen Ebf-Proteinen konserviert ist, zeigen zumindest Ebf2 und
Ebf4 Abweichungen in den umgebenden Peptidsequenzen (Abbildung 3.3). Durch solche
Abweichungen im Akzeptor-Motiv oder potentiell unterschiedliche native Strukturen der Ebf-
Proteine konnte die Interaktion mit Protein-Kinasen und so die fiir die B-Zell-Differenzierung
relevante Y412-Phosphorylierung beeinflusst werden. Um eine Y412-Phosphorylierung der
Ebf-Proteine und deren potentielle Relevanz fiir die B-Zell-Differenzierung zu analysieren,
konnten daher zukiinftig massenspektrometrische Analysen der Ebf-Proteine erfolgen oder
alternativ die Fahigkeit aktivierender Mutanten (Ebf2-, Ebf3- und Ebf4-Y412D) zur in vitro-
und in vivo-B-Zell-Differenzierung sowie Aktivierung B-Zell-spezifischer Gene getestet

werden.
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